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"Konjugat zur Beeinflussung von Wechselwirkungen zwischen Proteinen" 



Die vorliegende Erfindung betrifft ein Konjugat, date sich zur Beeinflussung von 
Wechselwirkungen zwischen Proteinen eignet, eine ein solches Konjugat kodie- 
rende DNA und die'Verwendung des Konjugats. 

Viele Vorgange in einem Organismus beruhen auf Wechselwirkungen zwischen 
Proteinen. Beispiele solcher Wechselwirkungen finden sich bei Rezeptoren und 
den an sie bindenden Liganden. Oftmais sind allerdings die Wechselwirkungen 
zwischen Proteinen gestort. Dies kann daran liegen, dad einzelne an den Wech- 
selwirkungen beteiligte Proteine modifiziert sind, wodurch ihre Affinitat zu 
anderen, ebenfalls beteiligten Proteinen verandert ist. Auch konnen einzelne an 
den Wechselwirkungen beteiligte Proteine fehlen. Dies findet man z.B. bei 
Zellen, die nicht auf lnterleukin-6 (IL-6) reagieren. Solche Zellen weisen einen 
unvollstandigen lnterleukin-6-Rezeptor auf, d. h. dieser Rezeptor umfafct lediglich 
die intrazellulare, Sitjnai-auslosende Untereinheit gp1 30, nicht aber die extrazel- 
lulare, IL-6 bindende Untereinheit (IL-6R). 

Viele Versuche werden unternommen, gestorte Wechselwirkungen zwischen 
Proteinen zu beheben. Beispielsweise wird dies bei einem unvollstandigen Inter- 
leukin-6-Rezeptor durch Verabreichung von IL-6 (50 ng/ml) und loslichem IL-6R 
(slL-6R) (1280 ng/ml) versucht. Die Bereitstellung von slL-6R bedingt jedoch 
einen grofcen Kosten- und Zeitaufwand, da slL-6Rnur biologisch aktiv ist, wenn 
es aus eukaryotischen Zellen stammt, und die Ertrage aus solchen im Bereich 
von 1-6 mg slL-6R/l liegen. Die genannte Verabreichung stellt somit kein ge- 
eigne^^s Mittel dar, dauerhaft die gestorten Wechselwirkungen bei einem unvoll- 
standigen lnterleukin-6-Rezeptor zu beheben. 

Der vorliegenden Erfindung liegt somit die Aufgabe zugrunde, ein Mittel bereitzu- 
stellen, mit dem gestorte Wechselwirkungen zwischen Proteinen, insbesondere 
bei einem unvollstandigen lnterleukin-6-Rezeptor, behoben werden konnen. 
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Erfindungsgemafc wird dies durch die Gegenstande in den Patentanspruchen 
erreicht. 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist somit ein Konjugat, das zwei, eine 
Affinitat zueinander aufweisende, Polypeptide umfafct, wobei die Polypeptide 
uber einen Linker miteinander verbunden sind. 

Der Ausdruck "eine Affinitat zueinander aufweisende Polypeptide" betrifft 
Polypeptide jeglicher Art, Herkunft und Lange, die eine Affinitat zueinander 
aufweisen. Zwei solcher Polypeptide liegen in einem erfindungsgemafcen Kon- 
jugat vor. Eines dieser Polypeptide kann ein Rezeptor und das andere ein an den 
Rezeptor bindender Ligand sein. Der Rezeptor kann in Form seiner Untereinheit 
bzw. des funktionellen Teils davon vorliegen, die den Liganden binden. Ebenso 
kann der Ligand in Form seiner Untereinheit bzw. des funktionellen Teils davon 
vorliegen, die den Rezeptor binden. Vorzugsweise ist der Rezeptor ein Zytokin- 
Rezeptor, -insbesondere ein Rezeptor fur Lymphokine, Monokine, Interferone, 
"colony stimulating factors" oder Interleukine. Besonders bevorzugt ist der 
Rezeptor ein lnterleukin-6-Rezeptor oder ein CNTF-Rezeptor. Entsprechendesgilt 
fur den Liganden. Dieser ist vorzugsweise ein Zytokin, insbesondere ein Lympho- 
kin, Monokin, Interferon, "colony stimulating factor" oder Interleukin. Besonders 
bevorzugt ist der Ligand ein Mitglied der lnterleukin-6-Familie, insbesondere IL-6, 
IL-1 1 , CNTF, OSM, LIF oder CT-1 . Der Rezeptor und der Ligand konnen Wildtyp- 
Sequenzen oder hiervon durch ein oder mehrere Nukleotide unterschiedliche 
Sequenzen umfassen. Dadurch konnen der Rezeptor und der Ligand verbesserte 
und/oderneue Eigenschaften aufweisen. Verbesserte Eigenschaften konnen z.B. 
darin liegen, dafc die Bindung zwischen dem Rezeptor und dem Ligand verbessert 
ist. Neue Eigenschaften konnen z.B. darin liegen, dafcdertigand ein verandertes 
Verhalten zu Proteinen zeigt, mit denen er nach Bindung an den Rezeptor rea- 
giert. Beispielsweise kann IL-6 dahingehend verandert sein, daR. es eine starkere 
Bindung an den IL-6-Rezeptor hat, das Protein gp1 30 aber nicht mehr aktivieren 
kann. In einem solchen Fall umfafct IL-6 vorzugsweise die Sequenz von Fig. 3 
oder Fragmente davon. Vorstehende Ausfuhrungen hinsichtlich einer Verande- 
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rung der Wildtyp-Sequenz eines Rezeptors bzw. eines Liganden gelten entspre- 
chend fur deren Untereinheiten und funktionellen Teile davon, die zu einer 
gegenseitigen Bindung beitragen. 

Der Ausdruck "Linker" betrifft Linker jeglicher Art, die sich zur Verbindung von 
Polypeptiden eignen. Beispieie solcher Linker sind bifunktionelle, chemische 
Cross-Linker, z.B. DPDPB. Ferner kann der Linker eine durch die beiden Polypep- 
tide ausgebildete Disulfidbrucke sein. Desweiteren kann der Linker ein Polypeptid 
sein. 

In bevorzugter Ausfuhrungsform ist ein vorstehendes Konjugat ein Fusions- 
polypeptid. In diesem konnen die zwei, eine Affinitat zueinander aufweisende 
Polypeptide miteinander fusioniert sein und der Linker einer durch die zwei 
Polypeptide ausgebildete Disulfidbrucke darstellen. Vorzugsweise ist der Linker 
ein Polypeptid, das die zwei anderen Polypeptide miteinander verbindet. Beispieie 
letzteren Fusionspolypeptids sind in den Figuren 1 und 2 angegeben. Diese 
Fusionspolypeptide umfafcen ein humanes slL-6R-Polypeptid, d.h. die extra- 
zellulare Untereinheit eines lnterleukin-6-Rezeptors, und ein humanes lL-6-Poly- 
peptid, wobei die Polypeptide uber unterschiedliche Polypeptid-Linker mitein- 
ander verbunden sind. Diese Fusionspolypeptide werden mit H-IL-6 bezeichnet. 
Eine Variation von H-IL-6, die von dem slL-6R-Polypeptid nur die Aminosauren 
Pro 114 bis Ala 323 enthatt, wird ebenfalls bereitgestellt. Ferner wird eine 
Variation von H-IL-6 bereitgestellt, welche die Aminosauren 1 1 3 bis 323 des sIL- 
6R-Polypeptids und die Aminosauren 29 bis 212 des IL-6-Polypeptids umfa&t. 
Desweiteren wird ein Fusionspolypeptid H-IL-6 bereitgestellt, dessen IL-6-Poly- 
peptid die Sequenz von Fig. 3 umfafct. Das slL-6R-Polypeptid dieses Fusions- 
polypeptids umfafct eine vollstandige Sequenz bzw. die Sequenz zwischen den 
Aminosauren 113 (114) bis 323 eines slL-6R-Polypeptids. Daruberhinaus wird 
ein Fusionspolypeptid bereitgestellt, das die extrazellulare Untereinheit eines 
humanen CNTF-Rezeptors und humanes CNTF umfa&t, wobei beide Polypeptide 
uber einen Polypeptid-Linker miteinander verbunden sind. 
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Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist eine fur ein vorstehendes 
Fusionspolypeptid kodierende DNA. Vorzugsweise kodiert die DNA fur ein 
Fusionspolypeptid, bei dem die zwei, eine Affinitat zueinander aufweisenden 
Polypeptide uber einen Polypeptid-Linker miteinander verbunden sind. Ein Bei- 
spiel letzterer DNA ist in Fig. 1 angegeben. Diese DNA wurde bei der DSM 
(Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen) als CDM8-H-IL-6 
unter DSM 10549 am 27. 2. 1996 hinterlegt. 

Eine erfindungsgemafte DNA kann in einem Vektor bzw. Expressionsvektor 
vorliegen. Beispiele solcher sind dem Fachmann bekannt. Im Falie eines Ex- 
pressionsvektors fur E. coli sind dies z.B. pGEMEX, pUC-Derivate, pGEX-2T, 
pET3b und pQE-8. Fur die Expression in Hefe sind z.B. pY100, Ycpadl und 
Vektoren fur Pichia pastoris zu nennen, wobei letztere bevorzugt sind, wahrend 
fur die Expression in tierischen Zellen, die in einem Organismus oder aufcerhalb 
eines solchen vorliegen konnen, z.B. pKCR, pEFBOS, pCEV4 und pCDM8 an- 
zugeben stnd, wobei letzterer bevorzugt ist. Fur die Expression in Insektenzellen 
eignet sich besonders der Baculovirus-Expressionsvektor pAcSGHisNT-A. Der 
Fachmann wird berucksichtigen, daS fur die Expression einer erfindungsgema- 
&en, slL-6R-Sequenzen enthaltenden, DNA Vektoren angeraten sind, die eine 
Expression in eukaryotischen Zellen ermoglichen. 

Ferner kennt der Fachmann geeignete Zellen, urn eine erfindungsgemafce, in 
einem Expressionsvektor vorliegende DNA zu exprimieren. Beispiele solcher 
Zellen umfassen die E.coli-Stamme HB101, DH1, x1776, JM101, JM 109, BL21 
und SG 1 3009, den Hefe-Stamm Saccharomyces cerevisiae und Pichia pastoris, 
wobei letzterer bevorzugt ist, die tierischen Zellen L, 3T3, FM3A, CHO, Vero, 
HeLa und COS, wobei letztere bevorzugt sind, sowie dier Insektenzellen sf9. 

Desweiteren wei6 der Fachmann, in welcher Weise eine erfindungsgemafce DNA 
in einen Expressionsvektor inseriert werden mu£. Auch kennt er Bedingungen, 
Zellen zu transformieren bzw. transfizieren und diese dann zu kultivieren. Da- 
ruberhinaus sind ihm Verfahren bekannt, das durch die erfindungsgemalSe DNA 



WO 97/32891 PCT/DE97/00458 

- 5 - 

exprimierte Fusionspolypeptid zu isolieren und zu reinigen. 



Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein gegen ein vorstehen- 
des Fusionspolypeptid gerichteter Antikdrper. Ein solcher Antikorper kann durch 
ubliche Verfahren hergestellt werden. Er kann polyklonal bzw. monoklonal sein. 
Zu seiner Herstellirng ist es gunstig, Tiere, insbesondere Kaninchen oder Huhner 
fur einen polyklonalen und Mause fur einen monoklonalen Antikorper, mit einem 
vorstehenden Fusionspolypeptid zu immunisieren. Weitere "Booster" der Tiere 
konnen mit dem gleichen Fusionspolypeptid erfolgen. Der polyklonale Antikorper 
kann dann aus dem Serum bzw. Eigelb der Tiere erhalten werden. Fur den 
monoklonalen Antikorper werden Milzzellen der Tiere mit Myelomzellen fusio- 
niert. 

Mit der vorliegenden Erfindung ist es moglich, die Wechselwirkungen zwischen 
Proteinen zu beeinflussen. Dies kann durch die Verabreichung erfindungsgema- 
fter Konjugate wie auch durch den Einsatz erfindungsgemafter DNA in einer 
Gentherapie erfolgen. Insbesondere konnen die gestorten Wechseh/virkungen bei 
einem unvollstandigen lnterleukin-6-Rezeptor behoben werden. Die vorliegende 
Erfindung zeichnet sich dadurch aus, daft sie kostengunstig eingesetzt werden 
kann. Dies zeigt sich insbesondere in der Verabreichung erfindungsgemafter 
Konjugate zur Beeinflussung der gestorten Wechselwirkungen bei einem unvoll- 
standigen lnterleukin-6-Rezeptor. 

Ferner eignet sich die vorliegende Erfindung zur ex vivo Expansion von Stamm- 
zellen, insbesondere humanen Stammzellen. Besonders bemerkenswert ist es 
dabei, daft mit einem erfindungsgemaften Konjugat H-IL-6 mehr Stammzell- 
Kolonien im Soft-Agar erhalten werden, als dies mit den einzelnen Komponenten 
IL-6 und slL-6R moglich ist. Die vorliegende Erfindung stellt somit auch einen 
wichtigen Beitrag dar, gezielt in die Bildung von Blutzellen einzugreifen. 

Desweiteren stellt die vorliegende Erfindung mit einem Fusionspolypeptid H-IL-6, 
das als IL-6-Polypeptid die Sequenz von Fig. 3 umfaftt, ein Mittel bereit, das sich 
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als IL-6-Rezeptor-Antagonisteignet. Ein solches Mittel ist von hohem therapeuti- 
schen Wert. 

Die Durchfuhrung der vorliegenden Erfindung kann durch die erfindungsgemafcen 
Antikorper uberwacht werden. 



Kurze Beschreibung der Zeichnung 

Fig. 1 zeigt die Aminosaure (DNA)-sequenz eines erfindungsgemafcen 

Fusionspolypeptids H-IL-6. Sequenzen fur das Restriktionsenzym 
Sail (GTCGAC), das Signalpeptid (MLAVGCALLAALLAAPGAA) und 
den Linker (RGGGGSGGGGSGGGGSVE) sind angegeben. Der Linker 
verbindet den COOH-Terminus von humanem slL-6R mit dem NH 2 - 
Terminus von humanem IL-6. 

Fig. 2 zeigt die Aminosaure (DNA)-sequenz eines erfindungsgemafcen 

Fusionspolypeptids H-IL-6. Sequenzen fiir das Restriktionsenzym 
Sail (GTCGAC), das Signalpeptid (MLAVGCALLAALLAAPGAA) und 
den Linker (RGGGGSGGGGSVE) sind angegeben. Der Linker ver- 
bindet den COOH-Terminus von humanem slL-6R mit dem NH 2 - 
Terminus von humanem IL-6. 

Fig. 3 zeigt die Aminosauresequenz des in einem erfindungsgemafcen 

Fusionspolypeptid H-IL-6 vorliegenden IL-6-Polypeptids. 

Fig. 4 zeigt die Expansions- und Koloniebildungsfahigkeit eines erfin- 

dungsgema&en Fusionspolypeptids H-IL-6. 

Die Erfindung wird durch die nachfolgenden Beispiele erlautert. 
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Beispiel 1 : Herstellung einer erfindungsgemafcen DNA 

. Es wurde die DNA von Fig. 1 hergestellt. Dazu wurde humane IL-6R cDNA 
(Schooltink et al. ( Biochem. J. (1991) 277, 659-664) verwendet. Diese cDNA 
5 wurde in das Expressionsplasmid pCDM8 uber die Restriktionsstelle Xho I 
einkloniert (Mullberg et al., Eur. J. Immunol. (1993) 23, 473-480). Mit Hilfe 
einer Polymerasekettenreaktion (PCR) wurde unter Verwendung der Primer (1) 
(pCDM8 5' Primer: 5' TAATACGACTCACTATAGGG3') und Primer (2) (slL-6R 
3' Primer: 5'CCGCTCGAGCTGGAGGACTCCTGGA 3') bei Standardbedingungen 

1 0 ein slL-6R Fragment generiert, das nach Schneiden mit den Restriktionsenzymen 
Hind III und Xho I in das geoffnete Plasmid pCDM8 einkloniert wurde. Es ent- 
stand das Plasmid pCDM8-slL-6R. Anschliefcend wurde eine zweite PCR Reak- 
tion mit IL-6 cDNA, die ebenfalls in das Expressionsplasmid pCDM8 unter 
Verwendung von Xho I einkloniert worden war, durchgefuhrt. Es wurden die 

15 Primer (3) (IL-6-5' Primer: 5' CGGCTCGAGCCAGTACCCCCAGGAGAA3') und 
Primer (4) (pCDM8 3' Primer: 5'CCACAGAAGTAAGGTTCCTT3') verwendet. 
Das PCR Produkt wurde mit den Restriktionsenzymen Xho I und N"ot I geschnit- 
ten und in das Plasmid pCDM8-slL-6R einkloniert. Es entstand das Plasmid 
pCDM8-slL-6R-IL-6. Anschliefcend wurde ein synthetischer Linker hergestellt, 

20 der aus zwei Oligonukleotiden bestand: Primer (5) (5'TCGAG- 
GAGGTGGAGGTTCTGGAGGTGGAGGTTCTGGAGGTGGAGGTTCTG3') und 
Primer (6) ( 5'TCG ACAG AACCTCCACCTCCAGAACCTCCACCTCCA- 
GAACCTCCACCTCC3'. Die Oligonukleotide (5) und (6) wurden nach Standard- 
methoden zu einem Doppelstrang zusammengefugt und anschliefcend in das mit 

25 dem Restriktionsenzym Xho I verdaute Plasmid pCDM8-slL-6R-IL-6 einkloniert. 
Es entstand das Plasmid pCDM8-H-IL-6. 

Beispiel 2: Herstellung einer erfindungsgemafien DNA 

30 Es wurde die DNA von Fig. 2 hergestellt. Hierzu wurde vorgegangen, wie in 
Beispiel 1 beschrieben. Als Primer (5) und (6) wurden jedoch verwendet: Primer 
(5) (5'TCG AGGAGGTGGAGGTTCTGGAGGTGGAGGTTCTG3') und Primer (6) 
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(5TCGACAGAACCTCCACCTCCAGAACCTCCACCTCC3'. Es wurde das Plas- 
mid pCDM8-H-IL-6-(2) erhalten. 

Beispiel 3: Expression eines erfindungsgemafcen Fusionspolypeptids 

5 

C0S-7-Zellen wurden mit pCDM8-H-IL-6 von Beispiel 1 bzw. pCDM8-H-IL-6(2) 
von Beispiel 2 mit Hilfe der Elektroporation transfiziert. Es wurden 10 7 COS-7 
Zellen mit 20/yg Plasmid mit Hilfe eines Gene-Pulsers (Bio-Rad) bei 960/;F und 
230 V elektroporiert. 48 b nach der Transfektion wurden die Zellen metabolisch 

10 mit [ 35 S]-Cystein/Methionin 4 h radioaktiv markiert und 2 h mit nicht radioaktiv 
markierten Aminosauren inkubiert. Der Uberstand aus Zellysat und Zelluberstand 
wurde nach Standardmethoden (Mullberg et al., Eur. J. Immunol. (1993) 23, 
473-480) mit einem anti-IL-6 Antikorper immunprazipitiert und nach SDS-Gel- 
elektrophorese durch Autoradiographic sichtbar gemacht. Transfizierte COS-7 

15 Zellen sezernierten ein 70-75 kDa Protein, das von einem anti-IL-6 Antikorper 
erkannt ufid nicht von untransfizierten Zellen gebildet Wurde. 

Uberstande von transfizierten COS-7 Zellen wurden durch SDS-Gelelektrophore- 
se aufgetrennt, auf Nitrozellulose ubertragen und mit einen anti-IL-6 Antikorper 
20 detektiert. Wiederum exprimierten transfizierte COS-7 Zellen ein 70-75 kDa 
Protein, das von einem anti-IL-6 Antikorper erkannt wurde. 

Uberstande von transfizierten COS-7 Zellen wurden mit Hilfe eines kommerziel- 
len ELISA auf IL-6 (CLB, Amsterdam) und slL-6R (Seromed, Giefcen) untersucht. 
25 Mit beiden ELISAs wurde H-IL-6 detektiert. Die Konzentration von H-IL-6 im 
Zelluberstand betrug etwa 1 //g/ml. 

Beispiel 4; Stimulation der Haptoglobin-Expression durch ein erfindungsgemas- 
ses Fusionspoiypeptid 

30 

Es wurden die humanen Hepatomazellinien HepG2, HepG2-IL-6 und HepG2-PDI 
verwendet. 
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HepG2 Zellen (ATCC HB 8065) werden durch IL-6, nicht aber durch slL-6R 
stimuliert, Haptoglobin zu exprimieren. 

HepG2-IL-6 Zellen wurden durch stabile Transfektion von HepG2 Zellen mit 
5 einem humanen IL-6-Expressionsplasmid erhalten. Diese Zellen regulieren auf- 
grund der IL-6 Expression endogenes IL-6R herunter und exprimieren somit kein 
IL-6R. HepG2-IL-6 Zellen werden nicht durch IL-6, aber durch slL-6R stimuliert, 
Haptoglobin zu exprimieren. 



10 HepG2-PDI Zellen wurden durch stabile Transfektion von HepG2 Zellen mit 
einem humanen IL-6-Expressionsplasmid erhalten. Hierzu wies das Expressions- 
plasmid eine IL-6 cDNA auf, durch die das exprimierte IL-6 Protein ein COOH- 
terminales Retentionssignal fur das Endoplasmatische Retikulum (ER) enthielt. 
Daraus resultierte, date diese Zellen nicht durch das exprimierte IL-6, sondern 

15 auch IL-6R im ER zuruckhielten. Im Gegensatz zu HepG2-IL-6 Zellen sezernieren 
aber HepG2-PDI Zellen kein IL-6 und konnen nur durch die Kombination von IL-6 
und slL-6R stimuliert werden, Haptoglobin zu exprimieren. 

Die vorstehenden Hepatomazellinien wurden nach Standardbedingungen in 96er 
20 Zellkulturplatten kultiviert (Rose-John et al., J. Biol. Chem. 268 (1 993), 22084- 
22091). Die Zellen wurden mit IL-6, slL-6R, IL-6 + slL-6R bzw. Zelluberstanden 
aus mit pCDM8-H-IL-6, pCDM8-H-IL-6(2) bzw. pCDM8 transfizierten COS-7 
Zellen von Beispiel 3 18 h stimuliert. Der Zelluberstand wurde geerntet und die 
Haptoglobinkonzentration im Uberstand mittels ELISA bestimmt (vgl. Tabelle I). 

25 



30 
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Tabelle I 



Stimulation der Haptoglobin-Expression 

IL-6 slL-6R 

HepG2 + 

HepG2-IL-6 - +.+ 

HepG2-PDI - . - 

Es zeigte sich, daft ein erfindungsgemalSes Fusionspolypeptid, H-IL-6, in der Lage 
ist, die Expression von Haptoglobin in Zellen zu stimulieren, d.h. die Wechselwir- 
kungen zwischen Proteinen zu beeinflussen. 

Beispiel 5: Expansion und Koloniebildung von humanen CD34 + -Zellen durch 
ein erfindungsgemafces Fusionspolypeptid 

»' 

Aus humanem Knochenmark bzw. aus Blut von Patienten, deren Stammzellen 
durch Injektion von G-CSF mobilisiert worden waren, wurden Zellen isoliert, die 
den Oberflachenmarker CD34 exprimieren. 6000 dieser Zellen wurden in 3ml 
Medium in ZellkulturgefaSe platiert. Nach zwei Wochen zeigte es sich, da&eine 
Inkubation der Zellen mit den Zytokinen SCF, IL-3 und H-IL-6 (erfindungsgema- 
ISes Fusionspolypeptid), wie auch mit SCF, IL-3 und IL-6 eine starke Proliferation 
verursachte. Von den entstandenen Zellen wurden 1000 Zellen in neue Zell- 
kulturgefafce platiert. Nach zwei Wochen in einem standartisierten Kolonie- 
Induktions-Versuch waren die mit SCF, IL-3 und H-IL-6 behandelten Zellen in der 
Lage, etwa dreimal mehr Kolonien zu bilden als mit SCF, IL-3 und IL-6 behandel- 
te Zellen. 

Dieses Ergebnis zeigt, daG Zellen, die durch ein erfindungsgema&es Fusions- 
polypeptid H-IL-6 stimuliert wurden, ein hoheres koloniebildendes Potential 
besitzen als durch IL-6 stimulierte Zellen (vgl. Fig. 4). 



IL-6 + SIL-6R H-IL-6 Kontrolle 

+ + + + + 

+ + + + + 

+ + + + + 
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Patentanspriiche 

1. Konjugat, umfassend zwei, eine Affinitat zueinander aufweisende, Poly- 
peptide, wobei die Polypeptide uber einen Linker miteinander verbunden 
sind. 

2. Konjugat nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daft das eine Poly- 
peptid ein Rezeptor und das andere ein den Rezeptor bindender Ligand ist. 

3. Konjugat nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, daft der Rezeptor in 
Form seiner den Liganden bindenden Untereinheit vorliegt. 

4. Konjugat nach Anspruch 2 oder 3, dadurch gekennzeichnet, daft der 
Ligand in Form seiner den Rezeptor bindenden Untereinheit vorliegt. 

5. Konjugat nach einem der Anspruche 2-4, dadurch gekennzeichnet, daft 
der Rezeptof ein Zytokin-Rezeptor und der Ligand ein Zyttfkin ist. 

6. Konjugat nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, daft der Zytokin- 
Rezeptor ein IL-6 Rezeptor und das Zytokin ein IL-6 ist. 

7. Konjugat nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, daft der Zytokin- 
Rezeptor ein CNTF-Rezeptor und das Zytokin ein CNTF ist. 

8. Konjugat nach einem der Anspruche 1 - 7, dadurch gekennzeichnet, daft 
der Linker eine durch die zwei Polypeptide ausgebildete Disulf idbrucke ist. 

9. Konjugat nach einem der Anspruche 1 - 7, dadurch gekennzeichnet, daft 
der Linker ein bifunktioneller, chemischer Cross-Linker ist. 

10. Konjugat nach einem der Anspruche 1 - 7, dadurch gekennzeichnet, daft 
das Konjugat ein Fusionspolypeptid ist. 
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Konjugat nach Anspruch 1 0, dadurch gekennzeichnet, dafc der Linker eir 
Polypeptid ist, das die zwei anderen Polypeptide miteinander verbindet. 

DNA, kodierend fiir das Konjugat nach Anspruch 10 oder 1 1 . 

Expressionsplasmid, umfassend die DNA nach Anspruch 12. 

Transformante, enthaltend das Expressionsplasmid nach Anspruch 13. 

Verwendung des Konjugats nach einem der Anspruche 1 - 1 1 und der 
DNA nach Anspruch 12 zur Beeinflussung der Wechselwirkungen zwi- 
schen Proteinen. 
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Fortsetzung Fig. 1 
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Fig. 2 
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Fortsetzung Fig. 2 



ro o 

VO rH 

<T\ ro 



ro 

OJ o 

o ro 

rH m 



m 

co o 
o m 

rH ro 



ro 

o 
fH ro 



m 

o o 

CM cn 

rH ro 



ro 

vo O 

CN rH 



ro 

CN O 

ro ro 

rH 



ro 

00 O 
ro in 

rH ^ 



ro 

o 

rH 



ro 

o o 
in cn 

rH 



ro 

vo o 

tn rH 

rH tn 



CM 

rH O 

VO CM 

rH in 



U 

U 

o < 
o 

o 
u 

< CO 



a 

< co 

8 

Eh S 
O 

eJ u 
a 

8 o 

u a 
u 

8 o 
u 

Eh 

a w 

o 
< 

u w 

o 
u 

o < 
Eh 

o 

u cr; 

Eh 

U J 

o 

3 a 

rH 

o CTi 



Eh 

u 

Eh CO 
Eh 

8 Oi 



Eh 

8 o 



3 

(J OS 

Eh 

o ^ 

S 

cj a. 

Eh 

<J 

Eh 

O 

< CO 

O 
u 

< 05 

u 
u 

Eh CO 



&H 

u 
u 

o 
u 

< Eh 

u 

8 

< S 

^ rH 
VO rH 



6 

a 

8 < 
u 

< 

Eh 

u > 



u 
u 

H CO 

Eh 

< _ 



8 o 

s 

u 
a 

U Oj 

< 

Eh 

O > 

6 

U Cm 
O 

u 

H 

a » 

B „ 

H CO 

8 o 

< 

8 o 

Eh 

8 OI 
rH 

<n ro 
o ro 



< 

o a 

u 

Eh 

U J 

u 

Eh 

u 

o 
o 

u a: 

Eh 
Eh 

< M 

15 

u a 



< 
o 

Eh 
Eh 
< 

< 

u 



CO 



CO 



< 

u 

Eh 

Eh 

U 

£h 

U 

u 



u 

u a 

< 

o 

< K 
U 

6 x 

'TT rH 

oo in 

o ro 



U 
O 
< 



CO 



CO 



Eh 

So 

< £ 



a 
o 



CO 



Eh 
O 
Eh 

< 
U 
< 



u 



< 

u w 
o 



CO 



12 

u 

u 
u 
a 

u 

Eh 
< 



£5 o 

i-H 

rH ro 



U 
H 

Eh 

U 

o 

Eh 

< 



c3 cli 
a ^ 

< s 



u 

u CU 
U 



u 



25 ^ 

O < 

a 

Eh 

U J 

< 

u 

o < 
o 

$ u 

^ rH 

O cn 
(N ro 



Eh 
H 

Eh lu 

o 
< 

o 

Eh 

CH 

Eh 

U J 



Eh 

8 

Eh 
U 
< 

a 

s 

o 

Eh 
< 



O 
Eh 
O 

O 

Eh 

U 

u 
o 

Eh 
Eh 

U 
< 



a w 

U 
Eh 

o o 

Eh 

u 

Eh CO 



u o 

rj» rH 
VO rH 



Eh 

O 

< 

< a: 
u 

8 < 



u o 



i 

Eh 



< 

o Da 



Eh 
Eh 
Eh 

< 

< 

u 
o 
u 

Eh 

u 
u 



1 

ro 



Eh 

< 

< 

Eh 

U J 



a 



< 



a 

u o 
o 

Eh 

u 

r^ Dh 

u o 
u 

Eh 

< hH 



O U t-3 



CO 



CO 



3 

< H 

Eh 

O 

< CO 

o 

Eh 

< S 

a 



a 



< 

u a 
< 

8 <c 
u 

6 

o 



a 



u 
o 

< CO 

u 

8 < 

< 

u 

< Eh 

u 
u 

< Eh 

a a* 

o 



H 

U 

u 

a 
u 

< Eh 



8 

U J 



U 



C5 



Eh 



CO 



U 
O 

u a; 
u J 

H 

< M 

u 

Eh 

U ^ 

Eh 
< 

U 2C 
Eh 

< Eh 

< 2 



a 



u 
u 



o 
u 

B 

o 
o 
< 



8 

< 

o 

o 
< 

Eh * 

o 



Eh 
Eh 

Eh 

8 

o 

<C CO 

U 





< 








U 




> 


u a 


< M 




O 


Eh 


CO 






C^ < 


u 








w 


a > 








8 


a 


rH 


rjt rH 


^ rH 




rH 


«H1 


rH 


ro 


oo in 




o 


cn 


VO 


rH 




ro <3» 




in 




in 


in 




rH 


rH 


rH 




rH 





ERSATZBLATT (KEGEL 26) 



WO 97/32891 



5/6 



PCT7DE97/00458 



Fig. 3 



Met 


Asn 


Ser 


Phe 


Ser 


Thr 


Ser 


Ala 


Phe 


Gly Pro 


Val 


Ala 


Phe 


Ser 


Leu 


Gly Leu 


Leu 


Leu 


Val 


Leu 


Pro 


Ala 


Ala 


Phe 


Pro 


Ala 


Pro 


Val 


Pro 


Pro 


Gly Glu 


Asp 


Ser 


Lys 


Asp 


Val 


Ala 


Ala 


Pro 


His 


Arq 


1 

Gin 


Pro 


Leu 


Thr 


5 










10 










15 








20 


Ser 


Ser 


Glu 


Arg 


He 


Asp 


Lys 


Gin 


He 


Arg 


Tyr 


He 


Leu 


Asp 


Glv 


He 










25 










30 








35 




Ser 


Ala 


Leu 


Arg 


Lys 


Glu 


Thr 


Cys 


Asn 


Lys 


Ser 


Asn 


Met 


Cys 


Glu 


Ser 








40 










45 










50 






Ser 


Pro 


Glu 


Ala 


Leu 


Ala 


Glu 


Asn 


Asn 


Leu 


Asn 


Leu 


Pro 


Lys 


Met 


Ala 






55 










60 










65 






Glu 


Lys 


Asp Gly Cys 


Phe 


Gin 


Ser 


Gly 


Phe 


Asn 


Glu 


Glu 


Thr 


Cys 


Leu 




70 










75 










80 








Val 


Lys 


He 


He 


Thr Gly Leu 


Leu 


Glu 


Phe 


Glu 


Val 


Tyr 


Leu 


Glu 


Tyr 


85 










90 










95 








100 


Leu 


Gin 


Asn 


Arg 


Phe 


Glu 


Ser 


Ser 


Glu 


Glu 


Gin 


Ala 


Arg Ala 


Val 


Gin 










105 










110 










115 




Met 


Ser 


Thr 


Lys 


Val 


Leu 


He 


Gin 


Phe 


Leu 


Gin 


Lys 


Lys 


Ala 


Lys 


Asn 








120 










125 






130 




Leu 


Asp 


Ala 


He 


Thr 


Thr 


Pro 


Asp 


Pro 


Thr 


Thr 


Asn 


Ala 


Ser 


Leu 


Leu 






135 










140 










145 








Thr 


Lys 


Leu 


Gin 


Ala 


Gin 


Asn 


Gin 


Trp 


Leu 


Glu 


Asp 


Met 


Pro 


Thr 


His 




150 










155 










160 










Leu 


He 


Leu 


Arg 


Ser 


Leu 


Lys 


Glu 


Phe 


Leu 


Gin 


Arg 


Ser 


Leu 


Arg 


Ala 


165 










170 










175 








180 


Leu 


Arg 


Gin 


Met 



























184 



CftPmni *' 



WO 97/32891 



PCT/DE97/00458 



Fig. 4 



in 



CD 
3 

O 
O 



D 
LL 

O 



IT) 



nn 



47 



1 



o 
o 

CO 



"5 

o 

O 



0) 
X) 

E 

3 
C 

"55 
O 



o 
o 
in 



o 
o 



o 
o 

CO 



o 
o 

CM 



o 
o 





Pf^T WELTORGANJSATION FOR GEISTIGES EIGENTUM 

•17 V/ J. Internationales BUro 

INTERNATIONALE ANMELDUNG VEROFFENTLICHT NACH DEM VERTRAG OBER DIE 
INTERNATIONALE ZUSAMMENARBEIT AUF DEM GEBIET DES PATENTWESENS (PCT) 



(51) Internationale Patentklassifikation 6 : 

C12N 15/62, C07K 19/00, C12N 15/24, 15/12 

C07K 14/54, 14/715, 14/71, A61K 47/48, 38/17 



A3 



(11) Internationale Veroffentlichungsnummer: WO 97/32891 

12. September 1997 (12.09.97) 



(43) Internationales 

Veroffentlichungsdatum: 



(21) Internationales Aktenzeichen: PCT/DE97/00458 

(22) Internationales Anmeldedatum: 7. Marz 1997 (07.03.97) 



(30) Prioritatsdaten: 

196 08 813.5 



7. Mta 1996 (07.03.96) 



DE 



(71) Anmelder (fur alle Bestimmungsstaaten ausser US): ANGE- 

W AN DTE GENTECHNOLOGIE SYSTEME GMBH 
[DE/DE]; Rischerstrasse 12, D-69123 Heidelberg (DE). 

(72) Erfinder; und 

(75) Erfinder/Anmelder (nur fur US): ROSE- JOHN, Stefan 
[DE/DE]; I. Medizinische Klinik - Abt. Pathophysiologic, 
Johannes Gutenberg-Universitat Mainz, VerfUgungsgebaude 
filr Forschung und Entwicklung, Obere Zahlbacherstrasse 
63, D-55101 Mainz (DE). 

(74) Anwalt: HUBER, Bernard; Huber & Schtissler, Truderinger- 
Strasse 246, D-81825 MQnchen (DE). 



(81) Bestimmungsstaaten: JP, US, europaisches Patent (AT, BE, 
CH, DE, DK, ES, FI, FR, GB, GR, IE, IT, LU, MC, NL, 
PT, SE). 



Veroffentlicht 

Mil international em Recherchenbericht. 

Vor Ablauf der fur Anderungen der Anspruche zugelassenen 
Frist. Verqffentlichung wird wiederholt falls Anderungen 
eintreffen. 

(88) Veroffentlichungsdatum des internarioualen Recherchenbe- 
richts: 5. Februar 1998 (05.02.98) 



(54) Title: CONJUGATE FOR MODIFYING INTERACTIONS BETWEEN PROTEINS 

(54) Bezeichnung: KONJUGAT ZUR BEEINFLUSSUNG VON WECHSELWIRKUNGEN ZWISCHEN PROTEINEN 
(57) Abstract 

The present invention concerns a conjugate comprising two polypeptides with a mutual affinity and connected via a linker. It also 
concerns the use of such a conjugate to modify interactions between proteins. 

(57) Zusammenfassung 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Konjugat, das zwei, eine Affinitat zueinander aufweisende, Polypeptide umfaBt, wobei die 
Polypeptide tiber einen Linker miteinander verbunden sind. Femer betrifft die Erfindung die Verwendung eines solchen Konjugats zur 
Beeinflussung von Wechselwirkungen zwischen Proteinen. 



LEDIGLICH ZUR INFORMATION 



Codes zur Identifizierung von PCT-Vertragsstaaten auf den Kopfbogen der Schriften, die internationale 
Anmeldungen gemass dem PCT veroffentlichen. 



AM 


Armenien 


GB 


Vereinigtes Konigreich 


MX 


Mexiko 


AT 


Osterreich 


GE 


Georgien 


NE 


Niger 


AU 


Australien 


GN 


Guinea 


NL 


Niederlande 


BB 


Barbados 


GR 


Griechenland 


NO 


Norwegen 


BE 


Belgien 


HU 


Ungam 


NZ 


Neuseeland 


BF 


Burkina Faso 


IE 


Irland 


PL 


Polen 


BG 


Bulgarien 


IT 


ItaJien 


PT 


Portugal 


BJ 


Benin 


JP 


Japan 


RO 


Rum&nien 


BR 


Brasilien 


KE 


Kenya 


RU 


Russische Federal ion 


BY 


Belarus 


KG 


Kirgisistan 


SIT 


Sudan 


CA 


Kan ad a 


KP 


Demokratische Volksrepublik Korea 


SE 


Schweden 


CF 


Zentrale Afrikanische Republik 


KR 


Republik Korea 


SG 


Singapur 


CG 


Kongo 


KZ 


Kasachstan 


SI 


Slowenien 


CH 


Schweiz 


LI 


Liechtenstein 


SK 


Slowakei 


CI 


Cfite d'lvoire 


LK 


Sri Lanka 


SN 


Senegal 


CM 


Kamerun 


LR 


Liberia 


sz 


S was i land 


CN 


China 


LK 


Litauen 


TD 


Tschad 


CS 


Tschechoslowakei 


LU 


Luxemburg 


TG 


Togo 


CZ 


Tschechische Republik 


LV 


Lett land 


TJ 


Tadschikistan 


DE 


Deutschland 


MC 


Monaco 


TT 


Trinidad und Tobago 


DK 


Danemark 


MD 


Republik Moldau 


UA 


Ukraine 


EE 


Estland 


MG 


Madagaskar 


UG 


Uganda 


ES 


Spanien 


ML 


Mali 


US 


Vereinigte Staaten von Amerika 


FI 


Finn land 


MN 


Mongolei 


HZ 


Usbekisian 


FR 


Frankreich 


MR 


Mauretanien 


VN 


Vietnam 


GA 


Gabon 


MW 


Malawi 







INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



Intern lal Application No 

PCT/DE 97/00458 



A. CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER _ ,,,, . _ . 

IPC 6 C12N15/62 C07K19/OO C12N15/24 C12N15/12 C07K14/54 
C07K14/715 C07K14/71 A61K47/48 A61K38/17 

Aooording to International Patent Classification (IPC) or to both national classification and IPC 



B. FIELDS SEARCHED 



Minimum documentation searched (classification system followed by classification symbols) 

IPC 6 C12N C07K 



Documentation searched other than minimum documentation to the extent that suoh documents are included in the fields searched 



Electronic data base consulted during the intemational search (name of data base and, where practical, search terms used) 



C DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Category ° 


Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages 


Relevant to of aim No. 


X 


STOYAN t. ET AL.: "Recombinant soluble 


1-6,9 




human interleukin-6 receptor" 






EUROPEAN JOURNAL OF BIOCHEMISTRY, 






vol. 216, no. 1, 11 August 1993, 






pages 239-245, XP002047601 




Y 


see page 241, column 1, paragraph 4 


10-15 


X 


EHLERS M ET AL: "IDENTIFICATION OF TWO 


1-6,9,15 




NOVEL REGIONS 1 OF HUMAN IL-6 RESPONSIBLE 






FOR RECEPTOR BINDING AND SIGNAL 






TRANSDUCTION" 






JOURNAL OF IMMUNOLOGY, 






vol. 153, no. 4, 15 August 1994, 






pages 1744-1753, XPO00565715 




Y 


see page 1, column 2, paragraph 2 


10-14 




-/- 





Further documents are listed in the continuation of box C. 



m 



Patent family members are listed in annex. 



° Special categories of cited doouments : 

"A* document defining the general state of the art which is not 

considered to be of particular relevance 
"E* earlier document but published on or after the intemational 

filing date 

"L* document which may throw doubts on priority claim(s) or 
which is cited to establish the publication date of another 
citation or other special reason (as specified) 

*O a document referring to an oral disclosure, use, exhibition or 
other means 

•p" document published prior to the intemational filing date but 
later than the priority date claimed 



T later dooument published after the international filing date 
or priority date and not in conflict with the application but 
cited to understand the principle or theory underlying the 
invention 

'X* document of particular relevanoe; the olaimed invention 
cannot be considered novel or oannot be considered to 
involve an inventive step when the dooument is taken alone 

*Y* document of particular relevanoe; the olaimed invention 

cannot be considered to involve an inventive step when the 
dooument is combined with one or more other such docu- 
ments, such combination being obvious to a person skilled 
in the art. 

*&' dooument member of the same patent family 



Date of the actual completion of the international searoh 



20 November 1997 



Date of mailing of the intemational search report 



f 5 -12- mi 



Name and mailing address of the ISA 

European Patent Office, P.B. 5818 Patentlaan 2 

NL - 2280 HV Rijswijk 

t«i /+^i.7m r*an.9run Tv 31 ftfii onnnl. 



Authorized officer 



PCT/DE 97/00458 



C.(Contrnualion) DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Category 0 Citation of document, wrth indication, where appropriate, of the relevant passages 



Relevant to claim No. 



x 

Y 
X 
Y 



P.X 



WO 96 04314 A (DADE INT INC ;W0NG HING C 
(US); RHODE PETER R (US); WEIDANZ JON A) 
15 February 1996 
see the whole document 



US 5 260 203 A (LADNER ROBERT C 

November 1993 

see the whole document 



ET AL) 9 



WO 95 15341 A (CANCER RES CAMPAIGN TECH 
•.CHESTER KERRY ANNE (£B) ; HAWKINS ROBERT) 
8 June 1995 
see figures 1,11 



SUI, X. ET AL.: "gpl30 and c-Kit 
signalings synergize for ex vivo expansion 
of human primitive hemopoietic progenitor 
cells" 

PROCEEDINGS OF THE NATIONAL ACADEMY OF 
SCIENCES OF USA., 

vol. 92, March 1995, WASHINGTON US, 
pages -2859-2863, XP002O476O2 
see the whole document 

FISCHER, M. ET AL.: "A bioactive designer 

cytokine for human hematopoietic 

progenitor cell expansion" 

NATURE BIOTECHNOLOGY., 

vol. 15, no. 2, February 1997, UBLISHING 

US, 

pages 142-145, XP002O47603 
see the whole document 



1-4,8-15 



1-7, 
10-15 

1 

1-7, 
10-15 



1-7, 
10-15 

1-6, 
10-15 



Form PC17ISA/210 (communion ot tecond Ghent) (July 1992) 



page 2 of 2 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



International application No. 

PCT/DE97/00458 



Box I Observations where certain claims were found unsearchable (Continuation of item 1 of first sheet) 



This international search report has not been established in respect of certain claims under Article 1 7(2)(a) for the following reasons : 
1. fxl Claims Nos.: 

— because they relate to subject matter not required to be searched by this Authority, namely: 
see supplementary sheet additional information PCT/ISA/210 



2. Claims Nos.: 

because they relate to parts of the international application that do not comply with the prescribed requirements to such 
an extent that no meaningful international search can be carried out, specifically: 



3. I I Claims Nos.: 

— because they are dependent claims and are not drafted in accordance with the second and third sentences of Rule 6.4(a). 



Box II Observations where unity of invention is lacking (Continuation of item 2 of first sheet) 



This International Searching Authority found multiple inventions in this international application, as follows: 



1 . | | As all required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report covers all 

searchable claims. 

2. | | As all searchable claims could be searched without effort justifying an additional fee, this Authority did not invite payment 

of any additional fee. 

3. I I As only some of the required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report 
' — ' covers only those claims for which fees were paid, specifically claims Nos. : 



4. P~~| No required additional search fees were timely paid by the applicant. Consequently, this international search report is 
' — ' restricted to the invention first mentioned in the claims; it is covered by claims Nos. : 



Remark on Protest Q The additional search fees were accompanied by the applicant's protest. 

| [ No protest accompanied the payment of additional search fees. 



Note: 

Inasmuch the claim 15 refers to a treatment method to be applied to 
human / animal bodies, the research was made based on the quotated 
effects of the bond/compound 



Form PCT/ISA/210 (extra sheet) (July 1992) 



— . ■■■■■■■ ■ fc m t a m«rvvT a T OP A T\ /""IT T DT7Df\DT 

INTERNATIONAL SEARCH RLrUKl 

.....xmatton on patent family members 


Intemi al Application No 

PCT/DE 97/00458 


Patent document 
cited in search report 


Publication 
date 


Patent family 
member(s) 


Publication 
date 



WO 9604314 A 15-02-96 AU 3403995 A 04-03-96 

CA 2196085 A 15-02-96 
EP 0776339 A 04-06-97 



US 5260203 


A 


09-11-93 


US 


4946778 A 


07-08-90 








us 


5455030 A 


03-10-95 








us 


5518889 A 


21-05-96 








IK 


33J40L1 n 


09-07-96 








JP 


2000197 A 


05-01-90 








DE 


3785186 A 


06-05-93 








DK 


368588 A 


01-07-88 








EP 


0281604 A 


14-09-88 








WO 


8801649 A 


10-03-88 


W0 9515341 


A 


08-06-95 


AU 


1194795 A 


19-06-95 








CA 


2177584 A 


08-06-95 








EP 


0733072 A 


25-09-96 








JP 


9505737 T 


10-06-97 








NZ 


277057 A 


27-07-97 



INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 



Intem; 



ales Aktenzelchen 



PCT/DE 97/00458 



A. KLASSIFIZIERUNG DES ANMELDUMGSGEGENST ANDES ^ m 

IPK 6 C12N15/62 C07K19/00 C12N15/24 C12N15/12 
C07K14/715 C07K14/71 A61K47/48 A61K38/17 

Naoh der IntemaMonaten PatentKlataHlkafon (IPK) Oder nach der nationalen Klaasffitetion und der IPK 



C07K14/54 



B. RECHERCHIERTE GEBIETE 



Reoherchierter MindestprOfttoff (Klaaaifikationsaystem und KlaaaifiKfltioneaymbole ) 

IPK 6 C12N C07K 



Recherohierte aber nioht zum Mindestprufstoff gehorende VerOffentltchungen, eoweit diese unterdie recherehierten Gebiete fallen 



Wahrend der intem ationalen flecherohe konaultierte elektronische Datenbank (Name der Oatenbank und evtJ. verwendete Suchbegriffe) 



C. ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategorie 0 Bezeichnung der VeroffentJiohung, so we it erforderiioh unter Angabe der in Betraoht kommenden Teile 



Betr. Anepruch Nr. 



STOYAN f. ET AL.: "Recombinant soluble 
human inter! eukin-6 receptor" 
EUROPEAN JOURNAL OF BIOCHEMISTRY, 
Bd. 216, Nr. 1, 11. August 1993, 
Seiten 239-245, XPO02047601 
siehe Seite 241, Spalte 1, Absatz 4 

EHLERS M ET AL: "IDENTIFICATION OF TWO 

NOVEL REGIONS 'OF HUMAN IL-6 RESPONSIBLE 

FOR RECEPTOR BINDING AND SIGNAL 

TRANSDUCTION" 

JOURNAL OF IMMUNOLOGY, 

Bd. 153, Nr. 4, 15. August 1994, 

Seiten 1744-1753, XP0OO555715 

siehe Seite 1, Spalte 2, Absatz 2 



-/■ 



1-6,9 

10-15 
1-6,9,15 



10-14 



Wertere Veroffentttohungen eind der Fortsetzung von Feld C zu 
entnehmen 



Siehe Anhang Patentfamilie 



0 Be sonde re Kategorien von angegebenen VerOffentltchungen 

'A" Veroffentiiohung, die den altgemeinen Stand der Teohnik definiert, 
aber nicht ate be son dors bedeutsam anzusehen rat 

*E" alterea Dokument, das jedoeh erst am Oder naoh dem inter national en 
Anme We datum veroffentlioht worden ist 

*L" VerOffentlichung, die geeignet ist, einen Prioritats anepruch zweifelhaft er- 
aoheinen zu lassen, Oder duroh die das VerOffentJiohungsdatum einer 
anderen im Recherohenbericht genannten VeroffentJiohung belegt werden 
soil Oder die aus ernem anderen beeonderen Grund angegeben rat (wie 
auagefUhrt) 

•O" VeroffentJiohung, die otch auf eine mQndliche Offenbarung, 

eine Benutzung, eine Auastellung oder and ere MaGnahmen bezieht 

*P" VerOffentlichung, die vor dem internationaten Anmeldedaturn, aber nach 
dem beanspruohten Prioritatsdatum verOffontlicht worden iat 



"T* Spatere VerOffentlichung, die nach dem intemationalen Anmeldedaturn 
oder dem Prioritatsdatum verOffentlioht worden ist und mit der 
Anmetdung nioht kollidiert, eondem nur zum Verstandnia des der 
Erfindung zugrundeliegenden Prinzips oder der ihr zugrundeliegenden 
Theorie angegeben ist 

■X' VerOffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruohte Erfindung 
kann allein auf grund dieeer VerOffentlichung nioht ate neu oder auf 
erfinderisoher Tatigkeit beruhend betraohtet werden 

•Y* VeroffentJiohung von besonderer Bedeutung; die beanspruohte Erfindung 
kann nicht als auf erfinderisoher Tatigkeit beruhend betraohtet 
werden, wenn die VerOffentlichung mit einer oder mehreren anderen 
Verdtfentliohungen dieser Kategorie in Verbindung gebracht wind und 
diese Verbindung fur einen Faohmann naheliegend ist 

*&* VerOffentlichung, die M it g lied derselben Patentfamilie ist 



Datum des Absohtusses der intemationalen Recherche 



20. November 1997 



Absendedatum des internationaten Reoherchenberichts 



-f 5 -12- 1997 



Name und Poatanaohntt der Intemationalen RecherohenbehOrde 
Europaisohes Patentamt, P. B. 5818 Peientlaan 2 
NL-2280 HV Rijswijk 



Bevollmachtigter Bediensteter 



PCT/DE 97/00458 



C(Fortsetzung) ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kalegorie 0 Bezeichnung der Verfiffentliohung, sowett erfordertioh unter Angabe der in Betraoht kommenden Teile 



Betr. Anspruoh Nr. 



x 

Y 

X 
Y 

X 

Y 

Y 



P.X 



WO 96 04314 A (DADE INT INC ;W0NG HING C 
(US); RHODE PETER R (US); WEI DAN Z JON A) 
15.Februar 1996 
siehe das ganze Dokument 



US 5 260 203 A (LADNER ROBERT C 

9. November 1993 

siehe das ganze Dokument 



ET AL) 



WO 95 15341 A (CANCER RES CAMPAIGN TECH 
;CHESTER KERRY ANNE (GB); HAWKINS ROBERT) 
8.Juni 1995 

siehe Abbildungen 1,11 



SUI, X. ET AL.: "gpl30 and c-Kit 
signalings synergize for ex vivo expansion 
of human primitive hemopoietic progenitor 
cells" 

PROCEEDINGS OF THE NATIONAL ACADEMY OF 
SCIENCES OF USA., 

Bd. 92, Marz 1995, WASHINGTON US, 
Seite» 2859-2863, XP002047602 
siehe das ganze Dokument 

FISCHER, M. ET AL.: "A bioactive designer 

cytokine for human hematopoietic 

progenitor cell expansion" 

NATURE BIOTECHNOLOGY., 

Bd. 15, Nr. 2, Februar 1997, UBLISHING 

US, 

Seiten 142-145, XP002047603 
siehe das ganze Dokument 



1-4,8-15 



1-7, 
10-15 

1 

1-7, 
10-15 

1 



1-7, 
10-15 

1-6, 
10-15 



Formblait PCT/ ISA/210 {Fortwtzung von Blatt 2) (Juli 1992) 



Seite 2 von 2 



INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 



lnt^...ationale3 Aktenzeichen 

PCT/DE 97/00458 



Feld I B m rkung n zu den Anepruchen, di sich ais nicht r ch rchi rbar erwi sen hab n (Forts tzung von Punkt 1 auf Blatt 1 



GemaG Artikel 1 7{2)a) wurde aus folgenden GrOnden fOr bestimmte AnsprOche kein Recherchenbericht ersteltt: 
1 . fx") AnsprOche Nr. 

weil Sie sich auf Gegenstfinde beziehen, zu deren Recherche die Behdrde nicht verpflichtet ist, nam Itch 

siehe Zusatzblatt WEITERE ANGABEN PCT/ISA/210 



2. AnsprOche Nr. 

weil sie sich auf Teile der internationalen Anmeldung beziehen, die den vorgeschriebenen Anforderungen so wenig errtsprechen, 

dafl eine sinnvolle Internationale Recherche nicht durchgefOhrt werden kann, namlich 



3. AnsprOche Nr. . 

weil es sich dabei urn abhangige AnsprOche handelt, die nicht entsprechend Satz 2 und 3 der Regel 6,4 a) abgefaBt smd. 



F Id II Bemerkungen bei mangelnder Einheitlichkeit der Erfindung (Fortsetzung von Punkt 2 auf Blatt 1) 



Die Internationale Recherchenbehorde hat festgestellt, dafi diese Internationale Anmeldung mehrere Erfindungen enthalt: 



1 . I I Da der Anmelder aJle erforderiichen zusatzlichen RecherchengebQhren rechtzeitig entrichtel hat, erstreckt sich dieser 
' 1 intern ation ale Recherchenbericht auf alle recherchierbaren AnsprOche der internationalen Anmeldung. 

2. Da fOr alle recherchierbaren AnsprOche die Recherche ohne einen Arbeitsaufwand durchgefOhrt werden konnte, der eine 
zusatzltche RecherchengebOhr gerechtfertigt hatte, hat die Internationale Recherchenbeh6rde nicht zur Zahlung einer solchen 

GebOhr aufgefordert. 

j- 

3. ( I Da der Anmelder nureinige der erforderiichen zusatzlichen RecherchengebQhren rechtzeitig entrichtet hat, erstreckt sich dieser 
• * internationale Recherchenbericht nur auf die AnsprOche der internationalen Anmeldung, fQr die GebOhren entrichtet worden 

sind, namlich auf die AnsprOche Nr. 



4 Der Anmelder hat die erforderiichen zusatzlichen RecherchengebOhren nicht rechtzeitig entrichtet. Der Internationale Recher- 

chenbericht beschrankt sich daher auf die in den AnsprOchen zuerst erwahnte Erfindung; diese ist in folgenden AnsprOchen er- 

faflt: 



Bemerkungen hinsichtllch elnes Wlderspruchs Q Die zusatzlichen GebOhren wurden vom Anmelder unter Widerspruch gezahlt. 

| | Die Zahlung zusatzlicher GebOhren erfolgte ohne Widerspruch. 



Internationales Aktenzeichen PCT/DE 97/00458 



WEITERE ANGABEN 



PCT/ISA/ 210 



Bemerkung : 

So weit der Anspruch 15 
sich auf ein Verfahren zur 

Behandlung des menschlichen/tierischen Korpers beziehen, wurde die 
Recherche durchgefiihrt und grlindete sich auf die angefiihrten Wirkungen 
der Verbindung/Zusanwnensetzung. 



INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 

Angaben zu Vertffentliohung*..., die zur aetoen Patontfamilie gehOren 



Intern; ales Aktenzetohen 

PCT/DE 97/00458 



lm Recherchenbericht 


Datum der 


Mitglied(er) der 


Datum der 


angefOhrtes PatentdoKument 


VerSHentlichung 




Paterrtfamilie 


Verfiffentlichung 


WO 9604314 A 


15-02-96 


AU 


3403995 A 


04-03-96 






CA 


2196085 A 


15-02-96 






EP 


0776339 A 


04-06-97 


US 5260203 A 


09-11-93 


US 


4946778 A 


07-08-90 






US 


5455030 A 


03-10-95 






IK 


ODiOOO? A 


21-05-96 






US 


5534621 A 


09-07-96 






Jp 


2000197 A 


05-01-90 






DE 


3785186 A 


06-05-93 






DK 


368588 A 


01-07-88 






EP 


0281604 A 


14-09-88 






WO 


8801649 A 


10-03-88 


WO 9515341 A 


08-06-95 


AU 


1194795 A 


19-06-95 






CA 


2177584 A 


08-06-95 






EP 


0733072 A 


25-09-96 






JP 


9505737 T 


10-06-97 






NZ 


277057 A 


27-07-97 



1 



VERTRA 



BER DIE INTERNATIONALE ZU9MMENARBEIT 
JJF DEM GEBIET DES JPATENTWESENS 

?\,urjLU.£° SEP 1998 



INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 

(Artikel 1 8 sowie Regeln 43 und 44 PCT) 



Aktenzeichen des Anmelders oder Anwalts 

A 2953 


WEITERES siehe Mitteilung uber die Ubermittlung des internationalen 

Recherchenberichts (Formblatt PCT/1SA/220) sowie, soweit 
VORGEHEN zutreffend, nachstehender Punkt 5 


Internationales Aktenzeichen 

PCT/DE 97/00458 


Internationales Anmeldedatum 
(T ag/Monat/Jahr) 

07/03/1997 


(Fruhestes) Prioritatsdatum (Tag/Monat/Jahr) 

07/03/1996 


Anmelder 

ANGEWANDTE GENTECHNOLOGIE. . . et al . 



Dieser international Recherchenbericht wurde von der Internationalen Recherchenbehorde erstellt und wird dem Anmelder gemaR 
Artikel 18 ubermittelt. Eine Kopie wird dem Internationalen Buro ubermittelt. 



Dieser international Recherchenbericht umfaBt insgesamt_5_ 



. Blatter. 



[")("] Daruber hinaus liegt ihm jeweils eine Kopie der in diesem Bericht genannten Unteriagen zum Stand der Technik bei. 



1 . [^] Bestimmte Anspruche haben sich als nicht recherchierbar erwiesen (siehe Feld I). 

2. Q Mangelnde Einheitlichkeit der Erfindung (siehe Feld II). 

3. [V] In der internationalen Anmeldung ist ein Protokoll einer Nucleotid- und/oder Aminosauresequenzoffenbart; die internationale 

Recherche wurde auf der Grundlage des Sequenzprotokolls durchgefuhrt, 

| | das zusammen mit der internationalen Anmeldung eingereicht wurde. 

| )( | das vom Anmelder getrennt von der internationalen Anmeldung vorgelegt wurde, 

| | dem jedoch keine Erklarung beigefugt war, daB der Inhalt des Protokolls nicht uber den 

Often barungsgehalt der internationalen Anmeldung in der eingereichten Fassung hinausgeht. 

| | das von der Internationalen Recherchenbehorde in die ordnungsgemaBe Form ubertragen wurde. 

4. Hinsichtlich der Bezeichnung der Erfindung 

| y | wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 
| | wurde der Wortlaut von der Behorde wie folgt festgesetzt. 



5. Hinsichtlich der Zusammenfassung 

[ y ] wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 

| | wurde der Wortlaut nach Regel 38.2b) in der Feld Ml angegebenen Fassung von dieser Behorde 

festgesetzt. Der Anmelder kann der Internationalen Recherchenbehorde innerhalb eines Monats nach 
dem Datum der Absendung dieses internationalen Recherchenberichts eine Stellungnahme voriegen. 



Folgende Abbildung der Zeichnungen ist mit der Zusammenfassung zu veroffentlichen: 

Abb. Nr. — | | wie vom Anmelder vorgeschlagen keine der Abb. 

| | weil der Anmelder selbst keine Abbildung vorgeschlagen hat. 
| | weil diese Abbildung die Erfindung besser kennzeichnet. 



Formblatt PCT/ISA/21 0 (Blatt 1) (Juli 1992) 



tntemationaies Aktenzeichen 
LC o DC ru CD ru CM p CD ,rwT PCT/DE 97/00458 



INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 



Feld I Bern rkungen zu den Anspruchen, di sich als nicht recherchierbar rwi s n hab n (Forts tzung von Punkt 1 auf Blatt 1 



GemaB Artikel 17(2)a) wurde aus folgenden Grunden fur bestimmte Anspruche kein Recherche n be richt erstellt: 



□ 



Anspruche Nr. 

weil Sie sich auf Gegenstande beziehen, zu deren Recherche die Behdrde nicht verpfiichtet ist, namlich 

siehe Zusatzblatt WEITERE ANGABEN PCT/ISA/210 



Anspruche Nr. 

weil sie sich auf Teile der internationalen Anmeldung beziehen, die den vorgeschriebenen Anforderungen so wenig entsprechen, 
daG eine sinnvolle internationale Recherche nicht durchgefuhrt werden kann, namlich 



3. | | Anspruche Nr. 

weil es sich dabei urn abhangige Anspruche handelt, die nicht entsprechend Satz 2 und 3 der Regel 6.4 a) abgefaBt sind. 



Feld II Bemerkungen bei mangelnder Einhertlichkeit der Erfindung (Fortsetzung von Punkt 2 auf Blatt 1) 



Die internationale Recherchenbehorde hat festgestellt, daS diese internationale Anmeldung mehrere Erfindungen enthalt: 



1 . I I Da der Anmelder alle erforderlichen zusatzlichen Recherchengebuhren rechtzeitig entrichtet hat, erstreckt sich dieser 
' ' internationale Recherchenbericht auf alle recherchierbaren Anspruche der internationalen Anmeldung. 

2. | | Da fur alle recherchierbaren Anspruche die Recherche ohne einen Arbeitsaufwand durchgefuhrt werden konnte, der eine 

zusatzliche Recherchengebuhr gerechtfertigt hatte, hat die Internationale Recherchenbehorde nicht zur Zahlung einer solchen 
Gebuhr aufgefordert. 

3. I I Da der Anmelder nur einige der erforderlichen zusatzlichen Recherchengebuhren rechtzeitig entrichtet hat, erstreckt sich dieser 
' ' internationale Recherchenbericht nur auf die Anspruche der internationalen Anmeldung, fur die Gebuhren entrichtet worden 

sind, namlich auf die Anspruche Nr. 



4. | | Der Anmelder hat die erforderlichen zusatzlichen Recherchengebuhren nicht rechtzeitig entrichtet. Der internationale Recher- 
chenbericht beschrankt sich daher auf die in den Anspruchen zuerst erwahnte Erfindung; diese ist in folgenden Anspruchen er- 
faOt: 



Bemerkungen hinsichtlich eines Widerspruchs | | Die zusatzlichen Gebuhren wurden vom Anmelder unter Widerspruch gezahlt. 

| | Die Zahlung zusatzlicher Gebuhren erfolgte ohne Widerspruch. 



Formblatt PCT/ISA/21 0 (Fortsetzung von Blatt 1 (1))(Juli 1992) 



Internationales Aktenzeichen PCT/DE 97/00458 



WEITERE ANGABEN PCT/1SA/ 210 



Bemerkung : 

So weit der Anspruch 15 
sich auf ein Verfahren zur 

Behandlung des menschlichen/tierischen Kbrpers beziehen, wurde die 
Recherche durchgefuhrt und grundete sich auf die angeftihrten Wirkungen 
der Verbindung/Zusamnensetzung. 



INTERNATIONAL ER RECHERCHENBERICHT 



IF 



lationales Aktenzeichen 

CT/DE 97/00458 



A. KLASSIFIZIERUNG DES ANMELDUNGSGEGENST ANDES 

IPK 6 C12N15/62 C07K19/O0 C12N15/24 C12N15/12 C07K14/54 
C07K14/715 C07K14/71 A61K47/48 A61K38/17 

Nach der Internationaien Patentklassifikation (IPK) oder nach der national en Klassrftkation und der IPK 

B. RECHERCHIERTE GEBIETE 



Recherchierter MindestprOfstoff (Klassifikations system und Klassifikationssymbole ) 

IPK 6 C12N C07K 



Recherchierte aber nicht zum MindestprOfstoff gehorende Verfiffentlichungen, sowert diese unter die recherchierten Gebiete fallen 



Wahrend der internationaien Recherche kon3Uftierte elektronische Datenbank (Name der Datenbank und evtl. verwendete Suchbegriffe) 



C. ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategorie 0 Bezeichnung der VerflffentJichung, sowert erforderlich unter Angabe der in Betracht kommenden Teile 



Betr. Anspruch Nr. 



STOYAN T. ET AL. : "Recombinant soluble 
human interleukin-6 receptor" 
EUROPEAN JOURNAL OF BIOCHEMISTRY, 
Bd. 216, Nr. 1, 11. August 1993, 
Seiten 239-245, XP0O2047601 
siehe Seite 241, Spalte 1, Absatz 4 

EHLERS M ET AL: "IDENTIFICATION OF TWO 

NOVEL REGIONS OF HUMAN IL-6 RESPONSIBLE 

FOR RECEPTOR BINDING AND SIGNAL 

TRANSDUCTION" 

JOURNAL OF IMMUNOLOGY, 

Bd. 153, Nr. 4, 15. August 1994, 

Seiten 1744-1753, XPOO0565715 

siehe Seite 1, Spalte 2, Absatz 2 



-/■ 



1-5,9 

10-15 
1-6,9,15 



10-14 



Wertere Veroffentlichungen sind der Fortsetzung von Feld C zu 
entnehmen 



Siehe An hang Patentfamilie 



0 Besondere Kategorien von angegebenen Veroffentlichungen 

"A" Veroffentlichung, die den allgemeinen Stand der Technik definiert, 
aber nicht ais besonders bedeutsam anzusehen ist 

"E" arte res Dokument, das jedoch erst am oder nach dem internationaJen 
An melde datum verdffentJicht worden ist 

'L* Veroffentlichung, die geeignet ist, einen Prioritats anspruch zweifelhaft er- 
scheinen zu la&sen, oder dure h die das Vertiffentlichungsdatum einer 
anderen im Recherchenbericht genannten Veroffentlichung belegt werden 
soil oder die aus einem anderen besonderen Grund angegeben ist (wie 
au&gefQhrt) 

"O" Veroffentlichung, die sich auf eine mOndliche Offenbarung, 

eine Benutzung, eine Ausstellung oder andere Maftnahmen bezieht 
"P" Veroffentlichung, die vordem internationaJen An melde datum, aber nach 
dem beanspruchten Prioritatsdatum verfiffentlicht worden ist 



*T" Spate re Veroffentlichung, die nach dem internationaien Anmeidedatum 
oder dem Prioritatsdatum veroffentlicht worden ist und mit der 
Anmeidung nicht kollidiert, sondern nur zum Verstandnis des der 
Erfindung zugrundeliegenden Prinzips oder der ihr zugrundeliegenden 
Theorie angegeben ist 

•X" Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann aJlein auf grund diese r Veroffentlichung nicht a Is neu oder auf 
erfinderi&cher Tatigkeit beruhend betrachtet werden 

*Y' Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann nicht als auf erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet 
werden, wenn die Veroffentlichung mrt einer oder me h re re n anderen 
Veroffentlichungen dieser Kategorie in Verbindung gebracht wird und 
diese Verbindung fur einen Fachmann naheliegend ist 

'&* Veroffentlichung, die Mitglied derselben Patentfamilie ist 



Datum des Abschlusses der internationaJen Recherche 

20. November 1997 


Absendedatum des intemationaten Recherc hen benefits 


Name und Postanschrift der internationaien Recherchenbehorde 
Europaisches Patentamt, P. B. 5818 Paten tlaan 2 
NL - 2280 HV Rijswijk 
Tel, (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl, 
Fax: (+31-70) 340-3016 


Bevollmachtigter Bediensteter 

Chambonnet, F 



Formblatt PCT/JSA^10 (Blan 2) (Juli 1992) 
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INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 



PTci 



ationales Aktenzeichen 

CT/DE 97/0G458 



C^Fortsetzung) ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategorie" Bezeichnung der VertSffentTichung, soweit erforderlich unter Angabe der in Betracht kommenden Teile 



Betr. Anspruch Nr. 



WO 96 04314 A (DADE INT INC ;W0NG HING C 
(US); RHODE PETER R (US); WEIDANZ JON A) 
15.Februar 1996 
siehe das ganze Dokument 



X 
Y 

X 

Y 

Y 



US 5 260 203 A (LADNER ROBERT C 

9. November 1993 

siehe das ganze Dokument 



ET AL) 



P.X 



WO 95 15341 A (CANCER RES CAMPAIGN TECH 
; CHESTER KERRY ANNE (GB) ; HAWKINS ROBERT) 
8.Juni 1995 

siehe Abbildungen 1,11 



SUI, X. ET AL.: "gpl30 and c-Kit 
signalings synergize for ex vivo expansion 
of human primitive hemopoietic progenitor 
cells" 

PROCEEDINGS OF THE NATIONAL ACADEMY OF 
SCIENCES OF USA. , 

Bd. 92, Marz 1995, WASHINGTON US, 
Seiten 2859-2863, XP002047602 
siehe das ganze Dokument 

FISCHER, M. ET AL. : "A bioactive designer 

cytokine for human hematopoietic 

progenitor cell expansion" 

NATURE BIOTECHNOLOGY., 

Bd. 15, Nr. 2, Februar 1997, UBLISHING 

US, 

Seiten 142-145, XP002047603 
siehe das ganze Dokument 



1-4,8-15 



1-7, 
10-15 

1 

1-7, 
10-15 

1 



1-7, 
10-15 

1-6, 
10-15 



Formblatt PCT/lSA/210 (Fortsetzung von Blatt 2) (Juli 1992) 
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INYERNATIONALERRECHERCHENBERICHT 

Angoben zu VerOffentibhung^^^B zur setben Patentfamilie gehOren 



He- 



ationalea Aktenzeichen 

CT/DE 97/00458 



lm Recherchenbericht 
angefuhrtes Patentdokument 



Datum der 
Veroffentlichung 



Mttglied(er) der 
Patentfamilie 



Datum der 
Veroffentlichung 



WO 9604314 A 



15-02-96 



AU 3403995 A 
CA 2196085 A 
EP 0776339 A 



04-03-96 
15-02-96 
04-06-97 



US 5260203 A 



09-11-93 



US 
US 
US 
US 
OP 
DE 
DK 
EP 
W0 



4946778 
5455030 
5518889 
5534621 
2000197 
3785186 
368588 
0281604 
8801649 



07-08-90 
03-10-95 
21-05-96 

09- 07-96 

05- 01-90 

06- 05-93 
01-07-88 
14-09-88 

10- 03-88 



W0 9515341 A 



08-06-95 



AU 
CA 
EP 
JP 
NZ 



1194795 A 
2177584 A 
0733072 A 
9505737 T 
277057 A 



19-06-95 
08-06-95 
25-09-96 
10-06-97 
27-07-97 



Fotmblatt PCT/lSA/210 (Anhang Patentfamilie) (Ju I i 1992) 



PCT 

ANTRAG 

UlllCl /^CIUILLICIC UCcLllUagU UaiJ VUlllCgCUUC 

internationale Anmeldung nach dem Vertrag uber die 
internationale Zusammenarbeit auf dem Gebiet des 
Patentwesens behandelt wird. 


Internationales Aktenzeichen 


Internationales Anmeldedatum 


Name des Anmeldeamts und "PCT International Application" 


Aktenzeichen des Anmelders oder Anwalts (falls gewunscht) 
(max. 12 Zeichen) ^ 2953 


Feld Nr. I BEZEICHNUNG DER ERFINDUNG 

Konjugat zur Beeinf lussung von Wechselwirkungen zwischen Proteinen 


Feld Nr. II ANMELDER 


Name und Anschrift: (Familienname, Vorname; bei juristischen Personen vollstandige amtliche 
Bezeichnunt* Bei der Anschrift sind die Postleitzahl und der Name des Stoats anzuveben. Der 
in diesem reld^ in der Anschrift t angeoebene Staat ist der Slaat des Sitzes oder Wohnsitzes des 
Anmelders. so fern nachstehend kein Staat des Sities oder Wohnsitzes angegeben ist.) 

Angewandte Gentechnologie 
Systeme GmbH 
Rischerstr. 12 
69123 Heidelberg 


1 1 Diese Person ist 

' ' gieichzeitig Erfinder 

Teiefonnn: 
Telefaxnr.: 
Femschxeibnr.: 


Staatsangehorigkeit (Staat): 

DE 


Sitz oder Wohnsitz (Staat): 

DE 


Diese Person ist Anmelder | | a i) e Bestim- 1 1 alle Bestimmungsstaaten mit Ausnahme | 1 nur die Vercinigten 1 1 die im Zusatzfeld 

fur folgende Staaten: |___J mungsstaaten |_2LJ der Vcreinigten Staaten von Amerika | ] Staatcn von Amerika 1 1 angegebenen Staaten 


Feld Nr. IH WEITERE ANMELDER UND/ODER (WEITERE) ERFINDER 


Name und Anschrift: (Familienname, Vorname; bei juristischen Personen vollstandige amtliche 
Bezeichnuni* Bei der Anschrift sind die Postleitzahl und der Name des Staat s anzuveben. Der 
in diesem rela[ in der Anschrift angeoebene Staat ist der Staat des Sitzes oder Wohnsitzes des 
Anmelders, sofem nachstehend kein Staat des Sitzes oder Wohnsitzes angegeben ist.) 

ROSE-JOHN, Stefan 

I. Medizinische Klinik-Abt . Pathophysiologic 
Johannes Gutenberg-Universitat Mainz 
Verf ugungsgebaude fur Forschung und Entwicklung 
Obere Zahlbacherstr . 53 55101 Mainz 


Diese Person ist: 
| | nur Anmelder 

| x | Anmelder und Erfinder 

1 1 nur Erfinder (Wird dieses Kastchen 

1 1 angekreuzt, so sind die nachstehenden 

Angaben nicht notig.) 


Staatsanaehoriakeit (Staat): 

DE 


Sitz oder Wohnsitz (Staat): 

DE 


Diese Person ist Anmelder | 1 alle Bestim- I I alle Bestimmungsstaaten mit Ausnahme [~ I nur die Vereinigten | | die im Zusatzfeld 
fur folgende Staaten: 1 1 mungsstaaten [ | der Vcreinigten Staaten von Amerika 1 Staaten von Amerika 1 1 angegebenen Staaten 


| [ Weitere Anmelder und/oder (vveitere) Erfinder sind auf einem Fortsetzungsblatt angegeben. 


Feld Nr. IV ANWALT ODER GEMEINSAMER VERTRETER; ZUST ELL ANSCHRIFT 


Die folgende Person wird hiermit bestellt/ist besteilt worden ? um fiir den (die) Anmelder 1 1 A 1 1 gemeinsamer 

vor den zustandigen internationalen Behorden in folgender Eigenschaft zu handeln als: I 1 Anwal1 | | Vertreter 


Name und Anschrift: (Familienname. Vorname; bet juristischen Pcrsonenvollstandige amtliche Bezeichnung. 

Bei der Anschrift sind die Postleitzahl und der Name des Slants anzugeben.) 

Dr. Bernard Huher fl^mPT? &. SCHIJSSLER 

p^teinanwalte- Patent Attorneys 
^ ^-^cor cirraBe246 ■ 81825 Miinchen 


Telefonnr.: 

089/42724748 

Telefaxnr.: 

089/42724749 

Femschreibnr.: 


1 1 Dieses Kastchen ist anzukreuzen, wenn kein An wait oder gemeinsamer Vertreter besteilt ist und statt dessen im obigen Feld 
1 1 eine spezielle Zustellanschrift angegeben ist. 



Formblatt PCT/RO/101 (Blatt I) (Januar 1997) Siehe Anmerkungen zu diesem Antragsformuiar 



Blatt Nr. 



Feld Nr. V BESTIMMUNG VON STAATEN 



Die folgenden Bestimmungen nach Regel 4.9 Absatz a werden hienmit vorgenommen (bine die entsprechenden Kastchen ankreuien; wenigstens 
ein Kastchen mufi angekreuit werden): 
Region ales Patent 

Q AP ARIPO-Patent: KE Kenia, LS Lesotho, MW Malawi, SD Sudan, SZ Swasiland, UG Uganda und jeder weitere Staat, 
der Vertragsstaat des Harare-Protokolls und des PCT ist 

EA Eurasisches Patent: AM Armenien, AZ Aserbaidschan, BY Belarus, KG Kirgisistan, KZ Kasachstan, MD Republik 
Moldau, RU Russische Foderation, TJ Tadschikistan, TM Turkmenistan und jeder weitere Staat, der Vertragsstaat des 
Eurasischen Patentilbereinkommens und des PCT ist 
EP Europaisches Patent: AT Osterreich, BE Belgien, CH und LI Schweiz und Liechtenstein, DE Deutschland, 
DK Danemark, ES Spanien, FI Finland, FR Frankreich, GB Vereinigtes Konigreich, GR Griechenland, IE Irland, IT 
Italien, LU Luxemburg, MC Monaco, NL Niederlande, PT Portugal. SE Schweden und jeder weitere Staat, der 
Vertragsstaat des Europaischen Patentubereinkommens und des PCT ist 

OA OAPI-Patent: BF Burkina Faso, BJ Benin, CF Zentralafrikanische Republik, CG Kongo, CI Cote d'lvoire, 



□ 

□ 



CM Kamerun, GA Gabun, GN Guinea, ML Mali, MR Mauretanien. NE Niger, SN Senegal, TD Tschad, TG Togo 
und jeder weitere Staat, der Vertragsstaat der OAPI und des PCT ist (falls eine andere Schutzrechtsart oder ein sonstiges 
Verfahren gewunscht wird, bitte auf der gepunkteten Linie angeben) ■ 

Nation ales Patent (falls eine andere Schutzrechtsart oder ein sonstiges Verfahren gewunscht wird. bitte auf der gepunkteten Linie angeben): 



□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 

n 
n 
□ 

□ 
□ 
□ 

□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 



AL Albanien Q 

AM Armenien Q 

AT Osterreich □ 

AU Australien 

AZ Aserbaidschan 

BA Bosnien-Herzegowina 

BB Barbados 

BG Bulgarien □ 

BR Brasilien □ 

BY Belarus □ 

CA Kanada Q 

CH und LI Schweiz und Liechtenstein 



□ 
□ 

□ 



CN 

cu 

CZ 

DE 

DK 

EE 

ES 

FI 

GB 

GE 

HU 

IL 

IS 

JP 

KE 

KG 

KP 

KR 

KZ 

LC 

LK 

LR 

LS 

LT 



□ 
□ 
□ 
□ 



LU Luxemburg 

LV Lettland 

MD Republik Moldau 

MG Madagaskar 

MK Die ehemaiige jugoslawische* Republik 

Mazedonien 

MN Mongolei 

MW Malawi 

MX Mexiko 

NO Norwegen 

NZ Neuseeland 

PL Polen 

PT Portugal 

RO Rumanien 

RU Russische Foderation 

SD Sudan 
SE Schweden 
SG Singapur 

SI Slowenien 

SK Slowakei 

TJ Tadschikistan 

TM Turkmenistan 

TR Turkei 

TT Trinidad und Tobago 

UA Ukraine 

UG Uganda 

US Vereiniete Staaten von Amerika 



□ 

China □ 

Kuba □ 

Tschechische Republik | | 

Deutschland Q 

Danemark Q 

Estland □ 

Spanien Q 

Finnland Q 

Vereinigtes Konigreich Q 

Georgien | [ 

Ungarn 

Israel 

Island 

Japan 

Kenia 

Kirgisistan 

Demokratische Volksrepublik Korea Q 

□ 

Republik Korea 

Kastchen fur die Bestimmung von Staaten (fur die Zwecke eines 

Kasachstan - . nationalen Patents), die dem PCT nach der VerofTentlichung 

Saint Lucia - dieses Formblatts beigetreten sind: 

Sri Lanka Q 

Liberia Q 

Lesotho Q 

Litauen Q 



UZ 
VN 



Usbekistan 
Vietnam . . 



Zusatzlich zu den oben genannten Besrimmungen nimmt der Anmelder nach Regel 4.9 Absatz b auch alle anderen nach dem 

PCT zulassigen Bestimmungen vor mit Ausnahme der Bestimmung von . 

Der Anmelder erklart, dafl diese zusatzlichen Bestimmungen unter dem VorbehaJt einer Bestatigung stehen und jede zusatziiche 
Bestimmung, die vor Ablauf von 1 5 Monaten ab dem Prioritatsdatum nicht bestatigt wurde, nach Ablauf dieser Frist als vom 
Anmelder zuriickgenommen gilt. (Die Bestatigung einer Bestimmung erfolgt durch die Einreichung einer Mitteilung, in der diese Bestimmung angegeben wird 
und die ZaJdung der Bestimmungs- und der Bestatigungsgebuhr. Die Bestatigung mufi beim Anmeldeamt innerhalb der Frist von 15 Monaten eingehen.) 
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Siehe Anmerkungen zu diesem Antragsformular 



Blatt Nr. 



Feld Nr. VI PRIORITATSANSPRUCH 



Wcitcre Prioritatsanspruche sind im Zusatzfeld angcgcbcn. | | 



Die Prioritat der folgenden frQheren Anmeldung(cn) wird hiermit beansprucht: 



Staat 

(Anmelde- oder Bestimmungsstaat 
der A nmeldung) 



Anmeldedatum 

(T ag/Monat/Jahr) 



Aictenzeichen 



Anmeldeamt 
(nur bei regionaler oder 
internal ionater Anmeldung) 



(1) 



Deutschland 



7.Marz 1996 



196 08 813.5 



(2) 



(3) 



Dieses Kastchen ankreuzen wenn die beglaubigte Kopie der friiheren A nmeldung von dem A mt ausgestellt werden soil das fir die Zwecke dieser internationalen A nmeldung 
Anmeldeamt ist (eine Gebiihr kann veriangt werden): 

Das Anmeldeamt wird hiermit ersucht, eine beglaubigte Abschrift der oben in Zeile(n) 1 



bezeichneten friiheren Anmeldung(en) zu erstellen und dem Internationalen Buro zu ubermitteln. 



Feid Nr. VII INTERNATIONALE RECHERCHENBEHORDE 



Wahl der Internationalen Recherchenbehorde (ISA) (Sind zwei oder mehr Internationale 
Recherchenbehorden fur die Internationale Recherche zustandig, ist der Name der Behorde anzugeben, 

die die internal ionale Recherche durchfuhren soil; Zweibuchstaben-Code genugt): ISA / : 

Friihere Recherche: Auszufullen, wenn eine Recherche (Internationale Recherche, Recherche internationaler Art oder sonstige Recherche) bereits 
bei der internationalen Recherchenbehorde beantragt oder von ihr durchgefuhrt warden ist und diese Behorde nun ersucht wird die Internationale 
Recherche soweit wie moglich auf die Ergebnisse einer solchen friiheren Ifecherche zu stutzen. Die Recherche oder der Recherchenantrag ist durch 
Angabe der betreffenden Anmeldung (bzw. deren Ubersetzung) oder des Recherchenantrags zu bezeichnen. 



Staat (oder regionales Amt): 



Datum (Tag/Monat/Jahr) 



Aktenzeichen: 



Feld Nr. VIII KONTROLLISTE 



Diese international Anmeldung umfafit: 


1. 


Antrag 


3 


Blatter 


2. 


Beschreibung 


10 


Blatter 


3. 


Anspriiche 


2 


Blatter 


4. 


Zusammenfassung 


1 


Blatter 


5. 


Zeichnungen 


3 


Blatter 




Insgesamt 


19 


Blatter 



Dieser internationalen Anmeldung liegen die nachstehend angekxeuzten Unterlagen bei: 

L □ vSlTrnTcht nete geS ° nderte 5. Q Blatt fur die Gebahrenberechnung 

i I I Kopie der allsemeinen 6. I I Gesonderte Angaben zu hinter- 

1 I Volimacht " ' I legten Mikroorganismen 

3. I I Begrundung fur das Fehlen 7. I I Sequenzprotokolle fur Nucleotide 

' ' der Unterschrift ' ' und/oder Aminosauren (Diskette) 

4 * I i 5 ri °n ta . tsbeie S( e ) (^rch 8. IT"! Sonstige (einzeln auffikhren): 

I 1 die Zeilennummer von Feld I A I c JJ 

Nr. VI kennzeichnen): Scheck , Text f. Priobeleg 



Abbildung Nr. 



der Zeichnungen (fails vorhanden) soil mit der Zusammenfassung veroffentlicht werden. 



Feld Nr. DC UNTERSCHRIFT DES ANMELDERS ODER DES ANWALTS 



Der Name jeder unterzeichnenden Person ist neben der Unterschrift zu wiederholen, und es ist anzugeben, sofem sich dies nicht eindeutig aus dem Antrag 
ergibt, in welcher Eigenschaft fidjPerson unterzeichnet. 



7.3 .1997 




Patentahwalt 



1 . Datum des tatsachlichen Eingangs dieser 
internationalen Anmeldung: 


2. Zeichnungen 

1 1 einge- 

1 1 gangen: 

1 [ nicht ein- 
1 1 gegangen: 


3. Geandertes Eingangsdatum aufgrund nachtraslich, jedoch 
fristeerecht eingegangener Unterlagen oder Zeichnungen 
zur Vervollstandigung dieser internationalen Anmeldung: 


4. Datum des fristeerechten Eineangs der aneeforderten 
Richtigstellungen nach Artikel 11(2) PCT: 


5. Vom Anmelder benannte , 
Internationale RccherchenbehSrde: IoA / 


6. 1 1 Obermittlung des Recherchenexemplars bis zur 
1 1 Zahlung der Recherchengebilhr auigeschpben 


Datum des Eingangs des Aktenexemplars 
beim Internationalen Buro: 



Formblatt PCT/RO/101 (letztes Blatt) (Januar 1994; Nachdruck Januar 1997) 



Siehe Anmerkungen zu diesem Antragsformular 



7. Marz 1997 



Anmelder: Angewanclte Gentechnologie Systeme Gm^fcl 
"Konjugat zur Beeinflussung von Wechselwirkungen" 
Unser Zeichen: A 2953 - hu / wd 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Konjugat, date sich zur Beeinflussung von 
Wechselwirkungen zwischen Proteinen eignet, eine ein solches Konjugat kodie- 
rende DNA und die Verwendung des Konjugats. 

Viele Vorgange in einem Organismus beruhen auf Wechselwirkungen zwischen 
Proteinen. Beispiele solcher Wechselwirkungen finden sich bei Rezeptoren und 
den an sie bindenden Liganden. Oftmals sind allerdings die Wechselwirkungen 
zwischen Proteinen gestort. Dies kann daran liegen, dafc einzelne an den Wech- 
selwirkungen beteiligte Proteine modifiziert sind, wodurch ihre Affinitat zu 
anderen, ebenfalls beteiligten Proteinen verandert ist. Auch konnen einzelne an 
den Wechselwirkungen beteiligte Proteine fehlen. Dies findet man z.B. bei 
Zellen, die nicht auf lnterleukin-6 (IL-6) reagieren. Solche Zellen weisen einen 
unvollstandigen lnterleukin-6-Rezeptor auf, d. h. dieser Rezeptor umfa&t ledigiich 
die intrazellulare, Signal-auslosende Untereinheit gp1 30, nicht aber die extrazel- 
lulare, IL-6 bindende Untereinheit (IL-6R). 

Viele Versuche werden unternommen, gestorte Wechselwirkungen zwischen 
Proteinen zu beheben. Beispielsweise wird dies bei einem unvollstandigen Inter- 
leukin-6-Rezeptor durch Verabreichung von IL-6 (50 ng/ml) und loslichem IL-6R 
(slL-6R) (1280 ng/ml) versucht. Die Bereitstellung von slL-6R bedingt jedoch 
einen grofcen Kosten- und Zeitaufwand, da slL-6R nur biologisch aktiv ist, wenn 
es aus eukaryotischen Zellen stammt, und die Ertrage aus solchen im Bereich 
von 1-6 mg slL-6R/l liegen. Die genannte Verabreichung stellt somit kein ge- 
eignetes Mittel dar, dauerhaft die gestorten Wechselwirkungen bei einem unvoll- 
standigen lnterleukin-6-Rezeptor zu beheben. 

Der vorliegenden Erfindung liegt somit die Aufgabe zugrunde, ein Mittel bereitzu- 
stellen, mit dem gestorte Wechselwirkungen zwischen Proteinen, insbesondere 
bei einem unvollstandigen lnterleukin-6-Rezeptor, behoben werden konnen. 
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Erfindungsgemafc wird dies durch die Gegenstande in den Patentanspruchen 
erreicht. 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist somit ein Konjugat, das zwei, eine 
Affinitat zueinander aufweisende, Polypeptide umfaBt, wobei die Polypeptide 
uber einen Linker miteinander verbunden sind. 

Der Ausdruck "eine Affinitat zueinander aufweisende Polypeptide" betrifft 
Polypeptide jeglicher Art, Herkunft und Lange, die eine Affinitat zueinander 
aufweisen. Zwei solcher Polypeptide liegen in einem erfindungsgemafcen Kon- 
jugat vor. Eines dieser Polypeptide kann ein Rezeptor und das andere ein an den 
Rezeptor bindender Ligand sein. Der Rezeptor kann in Form seiner Untereinheit 
bzw. des funktionellen Teils davon vorliegen, die den Liganden binden. Ebenso 
kann der Ligand in Form seiner Untereinheit bzw. des funktionellen Teils davon 
vorliegen, die den Rezeptor binden. Vorzugsweise ist der Rezeptor ein Zytokin- 
Rezeptor, insbesondere ein Rezeptor fur Lymphokine, Monokine, Interferone, 
"colony stimulating factors" oder Interleukine. Besonders bevorzugt ist der 
Rezeptor ein lnterleukin-6-Rezeptor oder ein CNTF-Rezeptor. Entsprechendes gilt 
fur den Liganden. Dieser ist vorzugsweise ein Zytokin, insbesondere ein Lympho- 
kin, Monokin, Interferon, "colony stimulating factor" oder Interleukin. Besonders 
bevorzugt ist der Ligand ein Mitglied der lnterleukin-6-Familie, insbesondere IL-6, 
IL-1 1 , CNTF, OSM, LIF oder CT-1 . Der Rezeptor und der Ligand konnen Wildtyp- 
Sequenzen oder hiervon durch ein oder mehrere Nukleotide unterschiedliche 
Sequenzen umfassen. Dadurch konnen der Rezeptor und der Ligand verbesserte 
und/oderneue Eigenschaften aufweisen. Verbesserte Eigenschaften konnen z.B. 
darin liegen, date die Bindung zwischen dem Rezeptor und dem Ligand verbessert 
ist. Neue Eigenschaften konnen z.B. darin liegen, date der Ligand ein verandertes 
Verhalten zu Proteinen zeigt, mit denen er nach Bindung an den Rezeptor rea- 
giert. Beispielsweise kann IL-6 dahingehend verandert sein, dafc es eine starkere 
Bindung an den IL-6-Rezeptor hat, das Protein gp1 30 aber nicht mehr aktivieren 
kann. In einem solchen Fall umfafct IL-6 vorzugsweise die Sequenz von Fig. 3 
oder Fragmente davon. Vorstehende Ausfuhrungen hinsichtlich einer Verande- 
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rung der Wildtyp-Sequenz eines Rezeptors bzw. eines Liganden gelten entspre- 
chend fur deren Untereinheiten und funktionellen Teile davon, die zu einer 
gegenseitigen Bindung beitragen. 

Der Ausdruck "Linker" betrifft Linker jeglicher Art, die sich zur Verbindung von 
Polypeptiden eignen. Beispiele solcher Linker sind bifunktionelle, chemische 
Cross-Linker, z.B. DPDPB. Ferner kann der Linker eine durch die beiden Polypep- 
tide ausgebildete Disulfidbrucke sein. Desweiteren kann der Linker ein Polypeptid 
sein. 

in bevorzugter Ausfuhrungsform ist ein vorstehendes Konjugat ein Fusions- 
polypeptid. In diesem konnen die zwei, eine Affinitat zueinander aufweisende 
Polypeptide miteinander fusioniert sein und der Linker einer durch die zwei 
Polypeptide ausgebildete Disulfidbrucke darstellen. Vorzugsweise ist der Linker 
ein Polypeptid, das die zwei anderen Polypeptide miteinander verbindet. Beispiele 
letzteren Fusionspolypeptids sind in den Figuren 1 und 2 angegeben. Diese 
Fusionspolypeptide umfafcen ein humanes slL-6Ft-Polypeptid, d.h. die extra- 
zellulare Untereinheit eines lnterleukin-6-Rezeptors, und ein humanes IL-6-Poly- 
peptid, wobei die Polypeptide uber unterschiedliche Polypeptid-Linker mitein- 
ander verbunden sind. Diese Fusionspolypeptide werden mit H-IL-6 bezeichnet. 
Eine Variation von H-IL-6, die von dem slL-6R-Polypeptid nur die Aminosauren 
Pro 114 bis Ala 323 enthalt, wird ebenfalls bereitgestellt. Ferner wird eine 
Variation von H-IL-6 bereitgestellt, welche die Aminosauren 1 1 3 bis 323 des sIL- 
6Ft-Polypeptids und die Aminosauren 29 bis 212 des IL-6-Polypeptids umfa&t. 
Desweiteren wird ein Fusionspolypeptid H-IL-6 bereitgestellt, dessen IL-6-Poly- 
peptid die Sequenz von Fig. 3 umfa&t. Das slL-6R-Polypeptid dieses Fusions- 
polypeptids umfa&t eine vollstandige Sequenz bzw. die Sequenz zwischen den 
Aminosauren 113 (114) bis 323 eines slL-6R-Polypeptids. Daruberhinaus wird 
ein Fusionspolypeptid bereitgestellt, das die extrazellulare Untereinheit eines 
humanen CNTF-Rezeptors und humanes CNTF umfa&t, wobei beide Polypeptide 
uber einen Polypeptid-Linker miteinander verbunden sind. 
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Ein weiterer Gegenstand der voriiegenden Erfindung ist eine fur ein vorstehendes 
Fusionspolypeptid kodierende DNA. Vorzugsweise kodiert die DNA fur ein 
Fusionspolypeptid, bei dem die zwei, eine Affinitat zueinander aufweisenden 
Polypeptide uber einen Polypeptid-Linker miteinander verbunden sind. Ein Bei- 
spiel letzterer DNA ist in Fig. 1 angegeben. Diese DNA wurde bei der DSM 
(Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen) als CDM8-H-IL-6 
unter DSM 10549 am 27. 2. 1996 hinterlegt. 

Eine erfindungsgemafSe DNA kann in einem Vektor bzw. Expressionsvektor 
voriiegen. Beispiele solcher sind dem Fachmann bekannt. Im Falle eines Ex- 
pressionsvektors fur E. coli sind dies z.B. pGEMEX, pUC-Derivate, pGEX-2T, 
pET3b und pQE-8. Fur die Expression in Hefe sind z.B. pY100, Ycpad! und 
Vektoren fur Pichia pastoris zu nennen, wobei letztere bevorzugt sind, wahrend 
fur die Expression in tierischen Zellen, die in einem Organismus oder auBerhalb 
eines solchen voriiegen konnen, z.B. pKCR, pEFBOS, pCEV4 und pCDM8 an- 
zugeben sind, wobei letzterer bevorzugt ist. Fur die Expression in Insektenzellen 
eignet sich besonders der Baculovirus-Expressionsvektor pAcSGHisNT-A. Der 
Fachmann wird berucksichtigen, date fur die Expression einer erfindungsgema- 
Ben, slL-6R-Sequenzen enthaltenden, DNA Vektoren angeraten sind, die eine 
Expression in eukaryotischen Zellen ermoglichen. 

Ferner kennt der Fachmann geeignete Zellen, um eine erfindungsgemafSe, in 
einem Expressionsvektor vorliegende DNA zu exprimieren. Beispiele solcher 
Zellen umfassen die E.coli-Stamme HB101, DH1 , x1776, JM101 , JM 109, BL21 
und SG 1 3009, den Hefe-Stamm Saccharomyces cerevisiae und Pichia pastoris, 
wobei letzterer bevorzugt ist, die tierischen Zellen L, 3T3, FM3A, CHO, Vero, 
HeLa und COS, wobei letztere bevorzugt sind, sowie die Insektenzellen sf9. 

Desweiteren weift der Fachmann, in welcher Weise eine erfindungsgemafce DNA 
in einen Expressionsvektor inseriert werden muB. Auch kennt er Bedingungen, 
Zellen zu transformieren bzw. transfizieren und diese dann zu kultivieren. Da- 
ruberhinaus sind ihm Verfahren bekannt, das durch die erfindungsgemaBe DNA 
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exprimierte Fusionspolypeptid zu isolieren und zu reinigen. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein gegen ein vorstehen- 
des Fusionspolypeptid gerichteter Antikdrper. Ein solcher Antikorper kann durch 
ubliche Verfahren hergesteilt werden. Er kann polyklonal bzw. monoklonal sein. 
Zu seiner Herstellung ist es gunstig, Tiere, insbesondere Kaninchen oder Huhner 
fur einen polyklonalen und Mause fur einen monoklonalen Antikorper, mit einem 
vorstehenden Fusionspolypeptid zu immunisieren. Weitere "Booster" der Tiere 
konnen mit derm gleichen Fusionspolypeptid erfolgen. Der polyklonale Antikorper 
kann dann aus dem Serum bzw. Eigelb der Tiere erhalten werden. Fur den 
monoklonalen Antikorper werden Milzzelien der Tiere mit Myelomzellen fusio- 
niert. 

Mit der vorliegenden Erfindung ist es moglich, die Wechselwirkungen zwischen 
Proteinen zu beeinflussen. Dies kann durch die Verabreichung erfindungsgema- 
Ser Konjugate wie auch durch den Einsatz erfindungsgemafcer DNA in einer 
Gentherapie erfolgen. Insbesondere konnen die gestorten Wechselwirkungen bei 
einem unvollstandigen lnterleukin-6-Rezeptor behoben werden. Die vorliegende 
Erfindung zeichnet sich dadurch aus, dafc sie kostengunstig eingesetzt werden 
kann. Dies zeigt sich insbesondere in der Verabreichung erfindungsgema&er 
Konjugate zur Beeinflussung der gestorten Wechselwirkungen bei einem unvoll- 
standigen lnterleukin-6-Rezeptor. 

Ferner eignet sich die vorliegende Erfindung zur ex vivo Expansion von Stamm- 
zellen, insbesondere humanen Stammzellen. Besonders bemerkenswert ist es 
dabei, dafc mit einem erfindungsgema&en Konjugat H-IL-6 mehr Stammzell- 
Kolonien im Soft-Agar erhalten werden, als dies mit den einzelnen Komponenten 
IL-6 und slL-6R moglich ist. Die vorliegende Erfindung stellt somit auch einen 
wichtigen Beitrag dar, gezielt in die Bildung von Blutzellen einzugreifen. 

Desweiteren stellt die vorliegende Erfindung mit einem Fusionspolypeptid H-IL-6, 
das als IL-6-Polypeptid die Sequenz von Fig. 3 umfaSt, ein Mittel bereit, das sich 



7. Marz 1997 



- 6 - 

als IL-6-Rezeptor-Antagonist eignet. Ein solches Mittel ist von hohem therapeuti- 
schen Wert. 

Die Durchfuhrung der vorliegenden Erfindung kann durch die erfindungsgemafcen 
Antikorper uberwacht werden. 



Kurze Beschreibung der Zeichnung 



Fig. 1 zeigt die Aminosaure (DNA)-sequenz eines erfindungsgemafSen 

Fusionspolypeptids H-IL-6. Sequenzen fur das Restriktionsenzym 
Sail (GTCGAC), das Signalpeptid (MLAVGCALLAALLAAPGAA) und 
den Linker (RGGGGSGGGGSGGGGSVE) sind angegeben. Der Linker 
verbindet den COOH-Terminus von humanem slL-6R mit dem NH 2 - 
Terminus von humanem IL-6. 



Fig. 2 zeigt die Aminosaure (DNA)-sequenz eines erfindungsgema&en 

Fusionspolypeptids H-IL-6. Sequenzen fur das Restriktionsenzym 
Sail (GTCGAC), das Signalpeptid (MLAVGCALLAALLAAPGAA) und 
den Linker (RGGGGSGGGGSVE) sind angegeben. Der Linker ver- 
bindet den COOH-Terminus von humanem slL-6R mit dem NH 2 - 
Terminus von humanem IL-6. 



Fig. 3 zeigt die Aminosauresequenz des in einem erfindungsgema&en 

Fusionspolypeptid H-IL-6 vorliegenden IL-6-Polypeptids. 

Fig. 4 zeigt die Expansions- und Koloniebildungsfahigkeit eines erfin- 

dungsgemaSen Fusionspolypeptids H-IL-6. 

Die Erfindung wird durch die nachfolgenden Beispiele erlautert. 
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Beispiel 1 : Herstellung einer erfindungsgema&en DNA 

Es wurde die DNA von Fig. 1 hergestellt. Dazu wurde humane IL-6R cDNA 
(Schooltink et al., Biochem. J. (1991) 277, 659-664) verwendet. Diese cDNA 
wurde in das Expressionsplasmid pCDM8 uber die Restriktionsstelle Xho I 
einkloniert (Mullberg et al., Eur. J. Immunol. (1993) 23, 473-480). Mit Hilfe 
einer Polymerasekettenreaktion (PCR) wurde unter Verwendung der Primer (1) 
(pCDM8 5' Primer: 5' TAATACGACTCACTATAGGG3') und Primer (2) (slL-6R 
3' Primer: 5'CCGCTCGAGCTGGAGGACTCCTGGA 3') bei Standardbedingungen 
ein slL-6R Fragment generiert, das nach Schneiden mit den Restriktionsenzymen 
Hind III und Xho I in das geoffnete Plasmid pCDM8 einkloniert wurde. Es ent- 
stand das Plasmid pCDM8-slL-6R. Anschlie&end wurde eine zweite PCR Reak- 
tion mit IL-6 cDNA, die ebenfalls in das Expressionsplasmid pCDM8 unter 
Verwendung von Xho I einkloniert worden war, durchgefuhrt. Es wurden die 
Primer (3) (IL-6-5' Primer: 5' CGGCTCGAGCCAGTACCCCCAGGAGAA3') und 
Primer (4) (pCDM8 3' Primer: 5'CCACAGAAGTAAGGTTCCTT3') verwendet. 
Das PCR Produkt wurde mit den Restriktionsenzymen Xho I und Not I geschnit- 
ten und in das Plasmid pCDM8-slL-6R einkloniert. Es entstand das Plasmid 
pCDM8-slL-6R-IL-6. Anschlie&end wurde ein synthetischer Linker hergestellt, 
der aus zwei Oligonukleotiden bestand: Primer (5) (5'TCGAG- 
GAGGTGG AGGTTCTGGAGGTGGAGGTTCTGGAGGTGGAGGTTCTG3') und 
Primer (6) ( 5 'TCG AC AG A ACCTCC ACCTCC AG A ACCTCC ACCTCC A- 
GAACCTCCACCTCC3'. Die Oligonukleotide (5) und (6) wurden nach Standard- 
methoden zu einem Doppelstrang zusammengefugt und anschliefcend in das mit 
dem Restriktionsenzym Xho I verdaute Plasmid pCDM8-slL-6R-IL-6 einkloniert. 
Es entstand das Plasmid pCDM8-H-IL-6. 

Beispiel 2: Herstellung einer erfindungsgemafcen DNA 

Es wurde die DNA von Fig, 2 hergestellt. Hierzu wurde vorgegangen, wie in 
Beispiel 1 beschrieben. Als Primer (5) und (6) wurden jedoch verwendet: Primer 
(5) (5TCGAGGAGGTGGAGGTTCTGGAGGTGGAGGTTCTG3') und Primer (6) 
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(5TCGACAGAACCTCCACCTCCAGAACCTCCACCTCC3'. Es wurde das Plas- 
mid pCDM8-H-IL-6-(2) erhalten. 

Beispiel 3: Expression eines erfindungsgemaften Fusionspoiypeptids 

5 

C0S-7-Zellen warden mit pCDM8-H-IL-6 von Beispiel 1 bzw. pCDM8-H-IL-6(2) 
von Beispiel 2 mit Hilfe der Elektroporation transfiziert. Es wurden 10 7 COS-7 
Zellen mit 20/vg Plasmid mit Hilfe eines Gene-Pulsers (Bio-Rad) bei 960//F und 
230 V elektroporiert. 48 h nach der Transfektion wurden die Zellen metabolisch 

10 mit [ 35 S]-Cystein/Methionin 4 h radioaktiv markiert und 2 h mit nicht radioaktiv 

markierten Aminosauren inkubiert. Der Uberstand aus Zellysat und Zelluberstand 
wurde nach Standardmethoden (Mullberg et al., Eur. J. Immunol. (1993) 23, 
473-480) mit einem anti-IL-6 Antikorper immunprazipitiert und nach SDS-Gel- 
elektrophorese durch Autoradiographie sichtbar gemacht. Transfizierte COS-7 

15 Zellen sezernierten ein 70-75 kDa Protein, das von einem anti-IL-6 Antikorper 

erkannt und nicht von untransfizierten Zellen gebildet wurde. 

Uberstande von transfizierten COS-7 Zellen wurden durch SDS-Gelelektrophore- 
se aufgetrennt, auf Nitrozellulose ubertragen und mit einen anti-IL-6 Antikorper 
20 detektiert. Wiederum exprimierten transfizierte COS-7 Zellen ein 70-75 kDa 

Protein, das von einem anti-IL-6 Antikorper erkannt wurde. 

Uberstande von transfizierten COS-7 Zellen wurden mit Hilfe eines kommerziel- 
len ELISA auf IL-6 (CLB, Amsterdam) und slL-6R (Seromed, Giefcen) untersucht. 
25 Mit beiden ELISAs wurde H-IL-6 detektiert. Die Konzentration von H-IL-6 im 

Zelluberstand betrug etwa 1 //g/ml. 

Beispiel 4: Stimulation der Haptoglobin-Expression durch ein erfindungsgemas- 
ses Fusionspolypeptid 

30 

Es wurden die humanen Hepatomazellinien H6PG2, HepG2-IL-6 und HepG2-PDI 
verwendet. 
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HepG2 Zellen (ATCC HB 8065) werden durch IL-6, nicht aber durch slL-6R 
stimuliert, Haptoglobin zu exprimieren. 

HepG2-IL-6 Zellen wurden durch stabile Transfektion von HepG2 Zellen mit 
einem humanen IL-6-Expressionsplasmid erhalten. Diese Zellen regulieren auf- 
grund der IL-6 Expression endogenes IL-6R herunter und exprimieren somit kein 
IL-6R. HepG2-IL-6 Zellen werden nicht durch IL-6, aber durch slL-6R stimuliert, 
Haptoglobin zu exprimieren. 

HepG2-PDI Zellen wurden durch stabile Transfektion von HepG2 Zellen mit 
einem humanen IL-6-Expressionsplasmid erhalten. Hierzu wies das Expressions- 
plasmid eine IL-6 cDNA auf, durch die das exprimierte IL-6 Protein ein COOH- 
terminales Retentionssignal fur das Endoplasmatische Retikulum (ER) enthielt. 
Daraus resultierte, date diese Zellen nicht durch das exprimierte IL-6, sondern 
auch IL-6R im ER zuruckhielten. Im Gegensatz zu HepG2-IL-6 Zellen sezernieren 
aber HepG2-PDI Zellen kein IL-6 und konnen nur durch die Kombination von IL-6 
und slL-6R stimuliert werden, Haptoglobin zu exprimieren. 

Die vorstehenden Hepatomazellinien wurden nach Standardbedingungen in 96er 
Zellkulturplatten kultiviert (Rose-John et al., J. Biol. Chem. 268 (1 993), 22084- 
22091 ). Die Zellen wurden mit IL-6, slL-6R, IL-6 + slL-6R bzw. Zelluberstanden 
aus mit pCDM8-H-IL-6, pCDM8-H-IL-6(2) bzw. pCDM8 transfizierten COS-7 
Zellen von Beispiel 3 18 h stimuliert. Der Zelluberstand wurde geerntet und die 
Haptoglobinkonzentration im Uberstand mittels ELISA bestimmt (vgl. Tabelle I). 
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Tabelle I 



Stimulation der Haptoglobin-Expression 



IL-6 



slL-6R 



IL-6 + slL-6R 



H-IL-6 



Kontrolle 



HepG2 
HepG2-IL-6 - 
HepG2-PDI - 



+ 



+ + 



+ + 



+ + 



+ + 



+ + + 



+ + + 



+ + + 



Es zeigte sich, date ein erfindungsgema&es Fusionspolypeptid, H-IL-6, in der Lage 
ist, die Expression von Haptoglobin in Zellen zu stimulieren, d.h. die Wechselwir- 
kungen zwischen Proteinen zu beeinflussen. 

Beispiel 5: Expansion und Koloniebildung von humanen CD34 + -Zellen durch 
ein erfindungsgemaftes Fusionspolypeptid 

Aus humanem Knochenmark bzw. aus Blut von Patienten, deren Stammzellen 
durch Injektion von G-CSF mobilisiert worden waren, wurden Zellen isoliert, die 
den Oberflachenmarker CD34 exprimieren. 6000 dieser Zellen wurden in 3ml 
Medium in ZellkulturgefafSe platiert. Nach zwei Wochen zeigte es sich, da& eine 
Inkubation der Zellen mit den Zytokinen SCF, IL-3 und H-IL-6 (erfindungsgema- 
Q>es Fusionspolypeptid), wie auch mit SCF, IL-3 und IL-6 eine starke Proliferation 
verursachte. Von den entstandenen Zellen wurden 1000 Zellen in neue Zell- 
kulturgefa&e platiert. Nach zwei Wochen in einem standartisierten Kolonie- 
Induktions-Versuch waren die mit SCF, IL-3 und H-IL-6 behandelten Zellen in der 
Lage, etwa dreimal mehr Kolonien zu biiden ais mit SCF, IL-3 und IL-6 behandel- 
te Zellen. 

Dieses Ergebnis zeigt, dafc Zellen, die durch ein erfindungsgemaftes Fusions- 
polypeptid H-IL-6 stimuliert wurden, ein hoheres koloniebildendes Potential 
besitzen als durch IL-6 stimuiierte Zellen (vgl. Fig. 4). 
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Patentanspriiche 

1. Konjugat, umfassend zwei, eine Affinitat zueinander aufweisende, Poly- 
peptide, wobei die Polypeptide uber einen Linker miteinander verbunden 
sind. 

2. Konjugat nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, date das eine Poly- 
peptid ein Rezeptor und das andere ein den Rezeptor bindender Ligand ist. 

3. Konjugat nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, date der Rezeptor in 
Form seiner den Liganden bindenden Untereinheit vorliegt. 

4. Konjugat nach Anspruch 2 oder 3, dadurch gekennzeichnet, date der 
Ligand in Form seiner den Rezeptor bindenden Untereinheit vorliegt. 

5. Konjugat nach einem der Anspruche 2-4, dadurch gekennzeichnet, daft 
der Rezeptor ein Zytokin-Rezeptor und der Ligand ein Zytokin ist. 

6. Konjugat nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, date der Zytokin- 
Rezeptor ein IL-6 Rezeptor und das Zytokin ein IL-6 ist. 

7. Konjugat nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, date der Zytokin- 
Rezeptor ein CNTF-Rezeptor und das Zytokin ein CNTF ist. 

8. Konjugat nach einem der Anspruche 1 - 7, dadurch gekennzeichnet, daft 
der Linker eine durch die zwei Polypeptide ausgebildete Disulfidbrucke ist. 

9. Konjugat nach einem der Anspruche 1 - 7, dadurch gekennzeichnet, daft 
der Linker ein bifunktioneller, chemischer Cross-Linker ist. 

10. Konjugat nach einem der Anspruche 1 - 7, dadurch gekennzeichnet, daft 
das Konjugat ein Fusionspolypeptid ist. 
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1 1 . Konjugat nach Anspruch 1 0, dadurch gekennzeichnet, daft der Linker ein 
Polypeptid ist, das die zwei anderen Polypeptide miteinander verbindet. 

1 2. DNA, kodierend fur das Konjugat nach Anspruch 1 0 oder 1 1 . 

13. Expressionsplasmid, umfassend die DNA nach Anspruch 12. 

14. Transformante, enthaltend das Expressionsplasmid nach Anspruch 13. 

15. Verwendung des Konjugats nach einem der Anspruche 1-11 und der 
DNA nach Anspruch 12 zur Beeinflussung der Wechselwirkungen zwi- 
schen Proteinen. 
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Zusammenfassung 

Konjugat zur Beeinflussung von Wechselwirkungen zwischen Porteinen 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Konjugat, das zwei, eine Affinitat zuein- 
ander aufweisende, Polypeptide umfafct, wobei die Polypeptide uber einen Linker 
miteinander verbunden sind. Femer betrifft die Erfindung die Verwendung eines 
solchen Konjugats zur Beeinflussung von Wechselwirkungen zwischen Protei- 
nen. 



# 



1 Snd^CGCATGGAGTCGTAGCCGAGGAGGAAGC ATG CTG GCC GTC GGC TGC GCG CTG CTG GCT 63 

1 1 H h ft V G C ft L L A 10 

64 GCC CTG CTG GCC GCG CCG GGA GCG GCG CTG GCC CCA AGG CGC TGC CCT GCG CAG GAG GTG 123 

11 ALLAAPGAA LAPRRCPAQEV 30 

124 GCA AGA GGC GTG- CTG ACC AGT CTG CCA GGA GAC AGC GTG ACT CTG ACC TGC CCG GGG GTA 183 

31ARGVLTS L PG DSVT LTC PGV 50 

184 GAG CCG GAA GAC AAT GCC ACT GTT CAC TGG GTG CTC AGG AAG CCG GCT GCA GGC TCC CAC 243 

51 E P EDNATVHWVLRK PAAGSH 70 

244 CCC AGC AGA TGG GCT GGC ATG GGA AGG AGG CTG CTG CTG AGG TCG GTG CAG CTC CAC GAC 303 

71PSRWAGMGRRLLLR SVQLHD 90 

304 TCT GGA AAC TAT TCA TGC TAC CGG GCC GGC CGC CCA GCT GGG ACT GTG CAC TTG CTG GTG 363 

91SGNYSCYRAGRPAGTVHLLV 110 

3 64 GAT GTT CCC CCC GAG GAG CCC CAG CTC TCC TGC TTC CGG AAG AGC CCC CTC AGC AAT GTT 423 
111 DVPPEEPQLSCFRKSPLSNV 130 

424 GTT TGT GAG TGG GGT CCT CGG AGC ACC CCA TCC CTG ACG ACA AAG GCT GTG CTC TTG GTG 483 

131 VCEWGPRSTPSLTTKAVLLV 150 

4 84 AGG AAG TTT CAG AAC AGT CCG GCC GAA GAC TTC CAG GAG CCG TGC CAG TAT TCC CAG GAG 543 
151 RKFQNSPAEDFQEPCQYSQE 170 

544 TCC CAG AAG TTC TCC TGC CAG TTA GCA GTC CCG GAG GGA GAC AGC TCT TTC TAC ATA GTG 603 

171 SQKFSCQLAVPEGDSSFYIV 190 

604 TCC ATG TGC GTC GCC AGT AGT GTC GGG AGC AAG TTC AGC AAA ACT CAA ACC TTT CAG GGT 663 

191 SMCVASSVGSKFSKTQTFQG 210 

664 TGT GGA ATC TTG CAG CCT GAT CCG CCT GCC AAC ATC ACA GTC ACT GCC GTG GCC AGA AAC 723 

211 CGILQPDPPANITVTAVARN 230 

724 CCC CGC TGG CTC AGT GTC ACC TGG CAA GAC CCC CAC TCC TGG AAC TCA TCT TTC TAC AGA 783 

231 PRWLSVTWQDPHSWNSSFYR 250 

7 84 CTA CGG TTT GAG CTC AGA TAT CGG GCT GAA CGG TCA AAG ACA TTC ACA ACA TGG ATG GTC 843 

251 LRFELRYRAERSKTFTTWMV 270 

844 AAG GAC CTC CAG CAT CAC TGT GTC ATC CAC GAC GCC TGG AGC GGC CTG AGG CAC GTG GTG 903 

271 KDLQHHCVIHDAWSGLRHVV 290 

904 CAG CTT CGT GCC CAG GAG GAG TTC GGG CAA GGC GAG TGG AGC GAG TGG AGC CCG GAG GCC 963 

291 QLRAQEEFGQGEWSEWS PEA 310 

964 ATG GGC ACG CCT TGG ACA GAA TCC AGG AGT CCT CCA GCT CGA GGA GGT GGA GGT TCT GGA 1023 
311 MGTPWTESRSPPA R G G G G S G t 330 

1024 GGT GGA GGT TCT GGA GGT GGA GGT TCT GTC GAG CCA GTA CCC CCA GGA GAA GAT TCC AAA 1083 

331 GGGSGGGGSVS PVPPGEDSK 350 

1084 GAT GTA GCC GCC CCA CAC AGA CAG CCA CTC ACC TCT TCA GAA CGA ATT GAC AAA CAA ATT 1143 

351 DVAAPHRQPLTSSERIDKQI 370 

1144 CGG TAC ATC CTC GAC GGC ATC TCA GCC CTG AGA AAG GAG ACA TGT AAC AAG AGT AAC ATG 1203 

371 RYILDGISALRKETCNKSNM 390 

1204 TGT GAA AGC AGC AAA GAG GCA CTG GCA GAA AAC AAC CTG AAC CTT CCA AAG ATG GCT GAA 1263 

391 CESSKEALAENNLNLPKMA'E 410 

12 64 AAA GAT GGA TGC TTC CAA TCT GGA TTC AAT GAG GAG ACT TGC CTG GTG AAA ATC ATC ACT 1323 
411 KDGCFQSGFNEETCLVKIIT 430 

13 24 GGT CTT TTG GAG TTT GAG GTA TAC CTA GAG TAC CTC CAG AAC AGA TTT GAG AGT AGT GAG 1383 
431 GLLEFEVYLEYLQNRFESSE 450 

13 84 GAA CAA GCC AGA GCT GTG CAG ATG AGT ACA AAA GTC CTG ATC CAG TTC CTG CAG AAA AAG 1443 
451 EQARAVQMSTKVLIQFLQKK 470 

14 44 GCA AAG AAT CTA GAT GCA ATA ACC ACC CCT GAC CCA ACC ACA AAT GCC AGC CTG CTG ACG 1503 
471 AKNLDAITTPDPTTNASLLT 490 

1504 AAG CTG CAG GCA CAG AAC CAG TGG CTG CAG GAC ATG ACA ACT CAT CTC ATT CTG CGC AGC 1563 

491 KLQAQNQWLQDMTTHLILRS 510 

1564 TTT AAG GAG TTC CTG CAG TCC AGC CTG AGG GCT CTT CGG CAA ATG TAG CA1)GGGCACCSXCEA£ 1627 

511 FKEFLQSSLRALRQM * 1 525 




FIG. 1 
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1 CTTCGACGC ATG gag tgg tag ccgaggaggaagc atg ctg gcc gtc ggc tgc gcg ctg CTG GCT 63 
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INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



International application No. 

PCT/DE97/00458 



I. Basis of the report 



1 . This report has'been drawn on the basis of (Replacement sheets which have been furnished to the receiving Office in response to an invitation 
under Article 14 are referred to in this report as "originally filed" and are not annexed to the report since they do not contain amendments.): 

| | the international application as originally filed, 

^ the description, pages 1 " 10 , as originally filed, 

pages , filed with the demand, 

pages , filed with the letter of — » 

pages , filed with the letter of 



^ the claims, 



Nos. 
Nos. 
Nos. 
Nos. 
Nos. 



1 - 10 



, as originally filed, 

, as amended under Article 19, 

, filed with the demand, 

, filed with the letter of 

, filed with the letter of 



28 May 1998 (28.05.1998) 



^ the drawings, 



sheets/fig 
sheets/fig , 
sheets/fig 
sheets/fig 



1/4-4/4 



, as originally filed, 
, filed with the demand, 
, filed with the letter of 
, filed with the letter of 



2. The amendments have resulted in the cancellation of: 

1 | the description, pages 

I I the claims, Nos. 



I 1 the drawings, sheets/fig 



3 I I This report has been established as if (some of) the amendments had not been made, since they have been considered 
— to go beyond the disclosure as filed, as indicated in the Supplemental Box (Rule 70.2(c)). 

4. Additional observations, if necessary: 
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V. Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 



1. v Statement 

Novelty (N) 

Inventive step (IS) 
Industrial applicability (IA) 



Claims 
Claims 

Claims 
Claims 

Claims 
Claims 



1-10 



10 



YES 
NO 
YES 
NO 

YES 
NO 



Citations and explanations 

1. The present application describes a fusion 
polypeptide (conjugate) in which the cytokine 
receptor IL-6R and the cytokine IL-6 are connected 
to each other by a polypeptide linker. Page 3 of the 
description merely mentions that the linker can be a 
disulphide bridge formed by two polypeptides. 

The application further concerns the DNA coding for 
this fusion polypeptide, an expression plasmid 
comprising this DNA, a transformant containing the 
expression plasmid, and the use of the conjugate and 
the DNA, for example, for expansion and colony 
formation of human CD34+ cells. 

2. The conjugate of claims 1 to 6 and the subject 
matter of claims 7 to 10 are not mentioned in any of 
the search report citations and are therefore to be 
considered novel. 

3. Dl (WO-A-96/04314) describes MHC fusion complexes 
and expression vectors which code therefor. The MHC 
fusion complexes consist of an MHC molecule which is 
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International application No. 
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connected to a "presenting" peptide by a polypeptide 


link r. These conjugates are used 


in the modulation 


of T-cell activities. 





D2 (European Journal of Biochemistry, vol. 216, no. 
1, 1993, pp. 239 to 245) describes the connection of 
srhIL-6R (recombinant-soluble human interleukin-6 
receptor) to IL-6 by chemical cross -linkers (page 
241, left-hand column "Affinity cross- linking" ) . 

That document further mentions the effects which can 
be produced by the CNTF receptor together with CNTF. 

D3 (Journal of Immunology, vol. 153, no. 4, 1994, 
pp. 1744 to 1753) likewise describes conjugates in 
which IL-6 and IL-6R are connected by a cross -linker 
and their possible use. 

D4 (Proc. Natl. Acad. Sci. USA, vol. 92, 1995, pp. 
2859 to 2863) describes the effects of SIL-6R/IL-6 
in the presence of SCF on hemopoietic progenitor 
cells and CD34+ cells. The effects observed are that 
SIL-6R/IL-6 stimulates the expansion of these cells 
dramat i cal ly . 

The problem of overcoming disturbed interactions 
between proteins, in particular in an incomplete IL- 
6R, appears to have already been solved by D4 . The 
problem addressed by the application can therefore 
be regarded only as the preparation of a further 
agent for solving this problem, the preparation of 
this further agent being less costly and less 
complex than in D4 . 
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The present solution to this problem, a fusion 
polypeptide in which IL-6R and IL-6 or CNTF receptor 
and CNTF are connected to each other by a 
polypeptide, is obvious from a combination of the 
teachings of D4 and Dl or D2 and Dl or D3 and Dl . 
Therefore the subject matter of claims 1 to 10 does 
not involve an inventive step (PCT Article 33(3)). 

4 . The PCT contains no uniform criteria for assessing 
the industrial applicability of claims 1 to 10 in 
their present form. Patentability may also depend on 
the wording of the claims. The EPO does not, for 
example, recognize the industrial applicability of 
claims to the use of a compound in a medical 
treatment; it does, however, allow claims to the 
first use of a known compound in a medical treatment 
or to the use of such a compound to manufacture a 
drug for a new medical treatment . 

5. Although the description of the present application 
formally mentions (a) conjugates in which the linker 
can be a disulph^ite bridge and (b) conjugates 
consisting of CNTF receptors and CNTF, the 
description contains neither embodiments of these 
conjugates (a) nor examples demonstrating the actual 
efficacy of these conjugates (b) . Therefore the 
subject matter of claims 1 to 4 and 5 to 10, in so 
far as it relates to claim 1 (disulphide bridge) 



FormPCT/IPEA/409 (Box V) (January 1994) 



INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



International application No. 
PCT/DE 97/00458 



and/or claim 5 (CNTF) , is insufficiently disclosed 
and is not fully supported by the description (PCT 
Article 5 and PCT Article 6) . 
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12 
Claims 




A\^onjugate comprising two polypeptides with a mutual 
affinity, wherein the polypeptides are linked with each 
others via a linker . 

The conjugate according to claim 1, characterized in 
that oneV polypeptide is a receptor and the other 
polypeptide is a ligand binding the receptor. 

The conjugat^ according to claim 2, characterized in 



that the receptor is present in the form of its subunit 
binding the ligand. 



The conjugate according to claim 2 or 3 , characterized 
in that the ligand is present in the form of its 
subunit binding the Receptor. 



The conjugate according to any one of claims 2 to 4, 
characterized in that\ the receptor is a cytokine 
receptor and the ligand \s a cytokine. 

\ 

The conjugate according to, claim 5, characterized in 
that the cytokine receptor \s an IL-6 receptor and the 
cytokine is an IL-6. 




The conjugate according to claim 5, characterized in 
that the cytokine receptor is a\ CNTF receptor and the 
cytokine is a CNTF. 

The conjugate according to any one of claims 1 to 7, 
characterized in that the linker is\ a disulfide bridge 
formed by two polypeptides. 

The conjugate according to any one ©f claims 1 to 7, 
characterized in that the linker d|s a bifunctional 
chemical cross linker. 



13 



10. The conjugate according to any one of claims 1 to 7, 
characterized in that the conjugate is a fusion 

)lypeptide . 

11. The\ conjugate according to claim 10, characterized in 
thatVthe linker is a polypeptide which links the two 
other polypeptides with each other. 



12 



DNA 
11 . 



coding for the conjugate according to claim 10 or 



13 . An expressioiq plasmid comprising the DNA according to 
claim 12 . 

14. A transf ormant \ containing the expression plasmid 
according to claii\ 13 



15. Use of the conjugate according to any one of claims 1 

to 11 and the DNA according to claim 12 for influencing 

\ 

the interactions between proteins. 
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A 2953 
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Wfcl I fcttfc£> vunutnciM vorlaufigen Prufungsberichts (Formblatt PCT/IPEA/416) 


Internationales Aktenzeichen 
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Internationales Anmeldedatum (Tag/Monat/Jahr) 
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Priority date (Tag/Monat/Jahr) 
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Internationale Patentklassifikation (IPK) oder nationale Klasstfikation und IPK 
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Anmelder 
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1 . Dieser international vorlaufige Prufungsbericht wurde von der mit der internationalen vorlaufigen Prufung beauftragten 
Behorde erstetlt und wird dem Anmelder gemaB Artikel 36 Obermittelt. 



2. Dieser BERICHT umfaBt insgesamt 5 Blatter einschlieBlich dieses Deckblatts. 

H AuBerdem liegen dem Bericht ANLAGEN bei; dabei handeft es sich urn Blatter mit Beschreibungen, Anspruchen und/oder 
Zeichnungen, die geandert wurden und diesem Bericht zugrunde liegen, und/oder Blatter mit vor dieser Behorde 
vorgenommenen Berichtigungen (siehe Regel 70.16 und Abschnitt 607 der Verwaftungsrichtlinien zum PCT). 



Diese Anlagen umfassen insgesamt 2 Blatter. 



3. Dieser Bericht enthalt Angaben zu folgenden Punkten: 

I g| Grundlage des Berichts 
Prioritat 

Keine Erstellung eines Gutachtens uber Neuheit, erfinderische Tatigkeit und gewerbliche Anwendbarkeit 
Mangelnde Einheitlichkeit der Erfindung 

Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Tatigkeit und 
der gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

Bestimmte angefuhrte Unterlagen 

Bestimmte Mangel der internationalen Anmeldung 

Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung 
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III 
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IV 
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INTERNATIONALER VORLAUFIGER 
PRUFUNGSBERICHT 



Internationales Aktenzeichen PCT/DE97/00458 



I. Grundlage des Berichts 

1 . Dieser Bericht wurde erstellt auf der Grundlage (Ersatzblatter, die dem Anmeldeamt auf eine Aufforderung nach 
Artikef 14 hin vorgeiegt warden, gelten im Rahmen dieses Berichts als "ursprung/ich eingereicht" und sind ihm 
nicht beigefugt, weii sie keine Anderungen enthalten.): 

Beschreibung, Seiten: 

1-10 ursprungliche Fassung 

Patentanspruche, Nr.: 

1-10 eingegangen am 29/05/1 998 mit Schreiben vom 28/05/1 998 

Zeichnungen, Blatter: 

1/4-4/4 ursprungliche Fassung 



2. Aufgrund der Anderungen sind folgende Unterlagen fortgefallen: 

□ Beschreibung, Seiten: 

□ Anspruche, Nr.: 

□ Zeichnungen, Blatt: 

3. □ Dieser Bericht ist ohne Berucksichtigung (von einigen) der Anderungen erstellt worden, da diese aus den 

angegebenen Grunden nach Auffassung der Behorde uber den Offenbarungsgehalt in der ursprunglich 
eingereichten Fassung hinausgehen (Regel 70.2(c)): 

4. Etwaige zusatzliche Bemerkungen: 



V. Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erf inderischen Tatigkeit und d r 
gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stiitzung dieser Feststellung 



1. Feststellung 
Neuheit (N) 

Erfinderische Tatigkeit (ET) 
Gewerbliche Anwendbarkeit (GA) 



Ja; Anspruche 1-10 

Nein: Anspruche 

Ja: Anspruche 

Nein: Anspruche 1-10 

Ja: Anspruche 1-9 

Nein: Anspruche 
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2. Unterlagen und Erklarungen 
siehe Beiblatt 

VII. Bestimmte Mangel der internationalen Anmeldung 

Es wurde festgestellt, daf3 die Internationale Anmeldung nach Form oder Inhalt folgende Mangel aufweist: 
siehe Beiblatt 
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1) . Die vorliegende Anmeldung beschreibt ein Fusionspolypeptid (Konjugat) in dem 

der Zytokin-Rezeptor, IL-6R und das Zytokin IL-6 durch einen Polypeptid-Linker 
miteinander verbunden ist. Auf Seite 3 der Beschreibung wird lediglich erwahnt, 
dass der Linker eine durch zwei Polypeptide ausgebildete Disulfidbrucke 
darstellen konnte. 

Ferner betrifft die Anmeldung die fur dieses Fusionspolypeptid kodierende DNA, 
ein Expressionsplasmid, das diese DNA umfaBt, eine Transformante, die das 
Expressionsplasmid enthalt, sowie die Verwendung des Konjugats und der DNA, 
z.B. zur Expansion und Koloniebildung von humanen CD34 + -Zellen. 

2) . Das Konjugat der Anspruche 1-6 sowie der egenstand der Anspruche 7-10 wird in 

keinem der im Recherchenbericht zitierten Dokumente erwahnt und ist somit als 
neu anzusehen. 

3) . D1 (WO,A,96 04314) beschreibt MHC-Fusionskomplexe und 

Expressionsvektoren, die fur diese kodieren. Die MHC-Fusionskomplexe 
bestehen aus einem MHC Moiekul, das uber einen Polypeptidlinker mit einem 
"presenting" Peptide verbunden ist. Diese Konjugate finden in der Modulation von 
T Zell-Aktivitaten Verwendung. 

D2 (European Journal of Biochemistry, Bd. 216, Nr. 1, 1993, Seiten 239-245) 
beschreibt die Verbindung von srhlL-6R (recombinant-soluble human interleukin- 
6 receptor) mit IL-6 durch chemische Cross-Linker (Seite 241 linke Spalte 
"Affinity cross-linking"). 

Ferner werden in diesem Dokument die Effekte erwahnt, die durch den CNFT 
Rezeptor zusammen mit CNFT hervorgerufen werden konnen. 

D3 (Journal of Immunology, Bd. 153, Nr. 4, 1994, Seiten 1744-1753) beschreibt 
ebenfalls Konjugate, in denen IL-6 und IL-6R durch einen Cross-Linker 
verbunden sind, sowie deren mogliche Verwendung. 

D4 (Proc. Natl. Acad. Sci. USABd. 92, 1995, Seiten 2859-2863) beschreibt die 
Effekte von SIL-6R/IL-6 in Gegenwart von SCF auf hemopoietische 
Progenitorzellen und CD34 + -Zellen. Die beobachteten Effekte bestehen darin, daB 
SIL-6R/IL-6 die Expansion dieser Zellen dramatisch stimuliert. 



Formblatt PCT/Beiblatt/409 (Blatt 1) (EPA- April 1997) 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER Internationales Aktenzeichen PCT/DE97/00458 
PRUFUNGSBERICHT - BEIBLATT 



Das Problem, gestdrte Wechelwirkungen zwischen Proteinen, insbesondere bei 
einem unvollstandigen IL-6R, zu beheben, scheint bereits durch D4 gelost. 
Die der Anmeldung zugrundeliegende Aufgabe kann daher nur in der 
Bereitstellung eines weiteren Mittels zur Losung dieser Aufgabe gesehen werden, 
wobei die Bereitstellung dieses weiteren Mittels weniger kosten- und 
zeitaufwendig sein sollte als in D4. 

Die vorliegende Losung dieser Aufgabe, ein Fusionspolypeptid, in dem IL-6R und 
IL-6 oder CNFT Rezeptor und CNFT durch ein Polypeptid miteinander verbunden 
sind, ergibt sich in naheliegender Weise aus der Kombination der Lehren aus D4 
und D1 Oder D2 und D1 oder D3 und D1. Daher beruht der Gegenstand der 
Anspruche 1-10 nicht auf einer erfinderischen Tatigkeit (Art. 33 (3) PCT). 

4) . Fur die Beurteiiung der Frage, ob der Gegenstand des vorliegenden Anspruchs 

10 gewerblich anwendbar ist, enthalt der PCT keine eindeutigen Kriterien. Die 
Patentierbarkeit kann auch von der Formulierung der Anspruche abhangen. Das 
EPA beispielsweise erkennt den Gegenstand von Anspruchen, die auf die 
medizinische Anwendung einer Verbindung gerichtet sind, nicht als gewerblich 
anwendbar an; es konnen jedoch Anspruche zugelassen werden, die auf eine 
bekannte Verbindung zur erstmaligen medizinischen Anwendung und die 
Verwendung einer solchen Verbindung zur Herstellung eines Arzneimittels fur 
eine neue medizinische Anwendung gerichtet sind. 

5) . In der Beschreibung der vorliegenden Anmeldung sind zwar a) Konjugate, in 

denen der Linker eine Disulfitbrucke sein kann und b) Konjugate bestehend aus 
CNTF-Rezeptor und CNFT formal erwahnt, jedoch enthalt die Beschreibung 
weder Beispiele zur Ausfuhrung dieser Konjugate (a)), noch Bespiele, die die 
tatsachliche Wirksamkeit dieser Konjugate (b)) zeigen. Daher scheint der 
Gegenstand der Anspruche 1 -4 und 5-10, soweit er sich auf Anspruch 1 
(Disulfidbrucke) und/oder Anspruch 5 (CNFT) bezieht, nicht ausreichend offenbart 
und in vollem Umfang durch die Beschreibung gestutzt (Art. 5/Art. 6 PCT). 



Formblatt PCT/Beiblatt/409 (Blatt2) (EPA- April 1997) 



Amtl. Aktenzeichen: PCT/DE97/00458 
Unser Zeichen: A 2953 - hu / msl 



Patentanspruche 

1. Konjugat, umfassend zwei, eine Affinitat zueinander aufweisende, Poly- 
peptide, wobei das eine Polypeptid ein Zytokin-Rezeptor und das andere 
ein Zytokin ais Ligand ist und die Polypeptide uber einen Linker mitein- 
ander verbunden sind, dadurch gekennzeichnet, daft der Linker eine durch 
die zwei Polypeptide ausgebildete Disulfidbrucke oder ein Polypeptid ist. 

2. Konjugat nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, daft der Rezeptor in 
Form seiner den Liganden bindenden Untereinheit vorliegt. 

3. Konjugat nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, daft der 
Ligand in Form seiner den Rezeptor bindenden Untereinheit vorliegt. 

4. Konjugat nach einem der Anspruche 1-3, dadurch gekennzeichnet, daft 
der Zytokin-Rezeptor ein IL-6 Rezeptor und das Zytokin ein IL-6 ist. 

5. Konjugat nach einem der Anspruche 1-3, dadurch gekennzeichnet, daft 
der Zytokin-Rezeptor ein CNTF-Rezeptor und das Zytokin ein CNTP ist. 

6. Konjugat nach einem der Anspruche 1-5, dadurch gekennzeichnet, daft 
das Konjugat ein Fusionspolypeptid ist. 

7. DNA, kodierend fur das Konjugat nach Anspruch 6. 

8. Expressionsplasmid, umfassend die DNA nach Anspruch 7. 

9. Transformante, enthaitend das Expressionsplasmid nach Anspruch 8. 
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- 2 - 

10. Verwendung des Konjugats nach einem der Anspruche 1-6 und der DNA 
nach Anspruch 7 zur Beeinflussung der Wechselwirkungen zwischen 
Proteinen. 



ft • 

iigeWnii der^mrm 



Der Antrag ist bei der zustdndigeWhit deMmrnationalen vortdufigen Prufung beauftragten Behorde oder^min zwei oder mehr Behorden zusidndig sind, bet der 
vom Anmelder gewdhlten Behorde einzureichen. DerAnmelder kann den Namen oder den Zweibuchstaben-Code der Behorde aufder nachstehenden Zeile angeben. 

IPEA/ 



PCT 



KAPITEL II 



ANTRAG AUF INTERNATIONALE VORLAUFIGE PRUFUNG 

nach Artikel 31 des Vertrags iiber die internationale Zusammenarbeit auf dem Gebiet des Patentwesens: 
Der (die) Unterzeichnete(n) beanrxagt (beantragen), daB fur die nachstehend bezeichnete internationale Anmeldung 
die internationale vorlaufige Prufung nach dem Vertrag iiber die internationale Zusammenarbeit auf dem 

Gebiet des Patentwesens durcheefiihrt wird. 



.Von der mit der internationalen vorlaufigen Pruning beauftragten Behorde auszufullen- 



Bezeichnung der IPEA 



Eingangsdatum des ANTRAGS 



Feld Nr. I KENNZEICHNUNG DER INTERNATIONALEN ANMELDUNG 


Aktenzeichen des Anmelders oder Anwalts 
A 2953 


Internationales Aktenzeichen 
PCT/DE97/00458 


Internationales Anmeldedatum (TagfMonat/Jahr) 
7. Marz 1997 


(Friihester) Priori tats tag (Tag(MonatlJahr) 

7. Marz 1996 


Bezeichnung der Erfmdung 

Konjugat zur Beeinf lussung von Wechselwirkungen zwdschen Proteinen 


Feld Nr. II ANMELDER 


Name und Anschrift: {Famiiienname ,Vomame: bei juristischenPersonenvollstdndigeamdiche Bezeichnung. 

Bei der Anschrift sind die Postieitzahl und der Name des S teats anzugeben.) 

Angewandte Gentechnologie 
Systeme GmbH 
Rischerstr .12 
69123 Heidelberg 


Telefonnr.: 


Telefax nr.: 


Femschreibnr.: 


Staatsangehbrigkeit (Staat): 

DE 


Sitz oder Wohnsitz (Staat): 

DE 


Name und Anschrift: (Famiiienname, Vorname; bei iuristischen Personen vollstdndige amiliche Bezeichnung Bei der Anschrift sind die Postieitzahl una der Name des Staats anzugeben.) 

ROSE-JOHN, Stefan 

I .Medizinische Klinik-Abt . Pathophysiologie 
Johannes Gutenberg-Universitat Mainz 
Verfugungsgebaude fur Forschung und Entwicklung 
Obere Zahlbacherstr . 63 

^mi Main? 


Staatsangehbrigkeit (Staat): 

DE 


Sitz oder Wohnsitz (Staat): 

DE 


Name und Anschrift: (Famiiienname. Vorname: bei jiiristischen Personen vollstdndige amtliche Bezeichnung. Bei der Anschrift sind die Postieitzahl und der Name des Stoats anzugeben.) 


Staatsangehbrigkeit (Staat): 


Sitz oder Wohnsitz (Staat): 


| | Weitere Anmelder sind auf einem Fortsetzungsblatt angegeben. 



Formblatt PCT/EPEA/401 (Blatt 1) (Januar 1994) 



Siehe Anmerkungen zu diesem Antragsformular 



Blatt Nr. 



Internationales Aktenzeichen 

PCT/DE97/00458 



Feld Nr. Ill ANWALT ODER GEMEINSAMER VERTRETER; ZUSTELLANSCHRIFT 



Die folgende Person ist | x[ Anwalt | | gemeinsamer Vertreter 

und I x I ist vom (von den) Anmelder(n) bereits friiher bestellt worden und venritt ihn (sie) auch fiir die internationale voriauflge 
' ' Priifung. 

[ 1 wird hiermit bestellt; eine etwaige friihere Bestellung eines Anwalts/gemeinsamen Venreters wird hiermit widerrufen. 

□ wird hiermit zusatzlich zu dem bereits friiher bestellten Anwalt/gemeinsamen Venreter, nur fiir das Verfahren vor der 
mit der intemationaien vorlaufigen Priifung beauftragten Behorde bestellt. 



Name und Anschrift: (Familienname.Vorname; heijuristischenPersonenvollstdndigeamtlicheBezeichnun^. 

Bei der Anschrift sind die Postleitzahl und der Name des Staats anzugeben.) 

Dr. Bernard Huber 

HUBER & SCHUSSLER 

Patentanwalte • Patent Attorneys 
1?uaeringer StraSe 246 • 81825 Miinchen 
M 089/42 72 47 48 • Fax 089/42 72 47 49 



Telefonnr.: 



Telefaxnr.: 



Femschreibnr.: 



j | Dieses Kastchen ist anzukreuzen, wenn kein Anwalt oder gemeinsamer Vertreter bestellt ist und statt dessen im obigen 



Feld eine spezielle Zuste Hansen rift angegeben wird. 



Feld Nr. IV ERKLARUNG BETREFFEND ANDERUNGEN 



Der Anmelder wiinscht, daB die mit der intemationaien vorlaufigen Priifung beauftragte Behorde* 

1 I die internationale voriauflge Priifung auf der Grundlage der intemationaien Anmeldung in der ursprunglich 
L2U eingereichten Fassung aufnlmmt. 

ii) | 1 die Anderungen nach Anikel 34 

| | der Beschreibung (Anderungen liegen bei) 

| 1 der Anspriiche (Anderungen liegen bei) 

| | der Zeichnungen (Anderungen liegen bei) 
beriicksichtigt. 

---^ I t die beim Intemationaien Biiro eingereichten Anderungen der Anspriiche nach Artikel 19 beriicksichtiet (Kopie liegt 
m) I I bei). 

iv) | | die Anderungen der Anspriiche nach Artikel 19 nicht beriicksichtigt. sondern als iiberholt ansieht. 

v ) I | den Beginn der intemationaien vorlaufigen Priifung bis zum Ablauf von 20 Monaten ab dem Priontatsdatum 
' ' aufschiebt, sofern die Behorde nicht eine Kopie nach Anikel 19 vorgenommener Anderungen oder eine Erkliirung des 

Anmelders erhalt. daB er keine solchen Anderungen vomehmen will (Regel 69.1 d)). (Dieses Kastchen darf nur 
angekreuzt werden. wenn die Frist nach Artikel 19 noch nicht abgelaufen ist.) 



Wenn kein Kiisichen angekreuzt wird, wird mil der intemationaien vorlaufigen Priifung auf der Grundlage der intemationaien 
Anmeldung in der urspriinglich eingereichten Fassung begonnen; wenn eine Kopie der Anderungen der Anspriiche nach 
Anikel 19 und/oder Anderungen der intemationaien Anmeldung nach Anikei 34 bei der mil der intemationaien vorlaufigen 
Priifung beauftragten Behorde eingeht, bevor diese mit der Erstellung eines schriftlichen Bescheids oder des intemationaien 
vorlaufigen Priifungsberichts begonnen hat. wird jedoch die geandene Fassung verwendet. 



Feld Nr. V BENENNUNG VON STAATEN ALS AUSGEWAHLTE STAATEN 



Der Anmelder benennt als ausgewahhe Staaten alle auswahlbaren Staaten (das heifit, alle Staaten, die bestimmt wurden 
und durch Kapitel U des PCT gebunden sind) ausgenommen 



(Mochte der Anmelder bestimmte Staaten nicht auswdhlen, sind die Namen oder Zweibuchstaben-Codes dieser Staaten 
auf den obenstehenden Zeilen anzugeben.) 



Formblatt PCT/IPEA/401 (Blatt 2) (Januar 1994) 



Siehe Anmerkungen zu diesem Antragsformular 



Blatt Nr. 3 , 



Internationales Aktenzeichen 
PCT/DE97/00458 



Feld Nr. VI KONTROLLISTE 



Dem Antrag liegen folgende Unterlagen fiir die Zwecke der 
internationalen vorlaufigen Priifung bei: 



1. 


Anderungen nach Anikel 34 




erhalten 


nicht erhaiten 




Beschreibung : 


Blatter 


□ 


□ 




Anspriiche : 


Blatter 


□ 


□ 




Zeichnungen : 


Blatter 


□ 


□ 


2. 


Begleitschreiben zu den 










Anderungen nach Anikel 34 : 


Blatter 


□ 


□ 


3. 


Kopie der Anderungen nach Anikel 19 : 


Blatter 


□ 


□ 


4. 


Kopie einer ErkJarung nach Anikel 19 : 


Blatter 


□ 


□ 


5. 


Sonstige (einzeln auffixhren) : : 


Blatter 


□ 


□ 



Von der mit der internationalen vorlaufigen Priifung 
beauftragten Behbrde auszufullen 



Dem Antrag Uegen auSerdem die nachstehend angekreuzten Unterlagen bei: 

1. | | unterzeichnete gesondene Voilmacht 4. [X | Blatt fiir die Gebiihrenberechnung 

2. | | Kopie der allgemeinen Voilmacht 5. | x [ sonstige {einzeln auffiihren): 

3. | | Begriindung fiir das Fehien der Unterschrift 



Feld Nr. VII UNTERSCHRIFT DES ANMELDERS, ANWALTS ODER GEMEINSAMEN VERTRETERS 



Der Name jeder unterzeichnenden Person ist neben der Unterschrift zu wiederholen, und es ist anzugeben, sofern sich dies nicht aus dem Antrag ergibt. 
in welche r Eige nschaft dl& Person umerzeichnei. 



2. Okt. 1997 




Dr\ Bernhar 



PatentanwaLLt 




Von der mit der internationalen vorlaufigen Priifung beauftragten Behbrde auzufiillen 



1. Datum des tatsachlichen Eingangs des ANTRAGS: 



2. Geandenes Eingangsdatum des Antrags aufgrund 
von BERICHTIGUNGEN nach Regel 60.1.b): 



3 | 1 Eingangsdatum des Antrags NACH Ablauf von 19 Monaten ab 

I 1 Priori tatsdatum; Punkt 4 und Punkt 5, unten, finden keine Anwendung. 



□ 



Der Anmelder wurde 
entsprechend unterrichtet 



4. | | Eingangsdatum des Antrags INNERHALB 19 Monate ab Prioritatsdatum wegen Fristverlangerung nach Regel 80.5. 

5 t r— 1 Das Eingangsdatum des Antrags Iiegt nach Ablauf von 19 Montaten ab Prioritatsdatum, der verspatete Eingang ist aber 
1 1 nach Regel 32 ENTSCHULDIGT. 



Vom Internationalen Biiro auszufullen 



Antrag vom EPEA erhalten am: 



Formblart PCT/IPE A/401 (letztes Blan) (Januar 1994) 



Siehe Anmerkungen zu diesem Antragsformular 



HUBER & SCHUSSLER 



Patentanwalte • Patent Attorneys 



Huber &. SchiiBler • Truderinger StraBe 246 ■ 8! 825 Miinchen 



Europaisches Patentamt 



80298 Munche 




Aktenzeichen: 
Anmelder: 
Unser Zeichen: 



08 SEP19 88 



PCT/DE97/00458 

Angewandte Gentechnologie... et al 
A 2953 - sch / km 



Dr. Bernard Huber 

Dipl.-Biologe 

Dr. Andrea SchiiBler 

Dipl.-Chemikerin 

European Patent Attorney 
European Trademark Attorney 

Truderinger StraBe 246 
81825 Miinchen 

Tel. 089/ 42 72 47 48 
Fax 089 / 42 72 47 49 

In Zusammenarbeit mit PatentanwaJt 

Dr. Klaus Castell 

Dipt.-Ingenieur 

Schillingsstrafle 335 
52355 Duren 



1 . September 1 997 



Auf die Aufforderung zur Vorlage des Protokolls einer Nukleotid- und/oder Amino- 
sauresequenz vom 30. Juni 1997 werden anbei eingereicht: 

ein Sequenzprotokoll, 

ein. Sequenzprotokoll in Computer-lesbarer Form und 
eine Erklarung gemafS Regel 13 te M (b) PCT. 

Die auf Seite 6, Abs. 3 und 4 der vorliegenden Anmeldung angegebenen Aminosau- 
resequenzen sind bereits Bestandteil der Sequenzen 1 und 2 des Sequenzprotokolls. 
Daher wird fur diese Aminosauresequenzen keine separate Sequenz angegeben. 



Es wird angenommen, date mit vorstehenden Unterlagen die Erfordernisse zur 
Einreichung eines Sequenzprotokolls erfullt sind. Soilten jedoch noch Anderungen 
notig sein, so wird um eine entsprechende Aufforderung oder telefonische Ruck- 
sprache gebeten. 



Europaische Patentvertreterin 

Dr. Andrea Schufoler 

Anlaqen: 
wie erwahnt 



Hypobank Miinchen (BLZ 700 200 01) 4 410 221 220 
Deutsche Bank Miinchen (BLZ 700 700 10) 4 949 434 



Seite 2 



Erklarung gema& Regel 13 te M (b) PCT 

Es wird hiermit erklart, dafS das Sequenzprotokoll nicht uber den Inhalt der Anmel- 
dung in der eingereichten Fassung hinausgeht. 

Es wird weiterhin erklart, da£ die auf dem Datentrager gespeicherten Informationen 
mit dem schriftlichen Sequenzprotokoll ubereinstimmen. 

Europaische Patentvertreterin 




SEQUENZ PROTOKOLL 



(1) ALLGEMEINE ANGABEN : 

( i ) ANMELDER : 

(A) NAME: Angewandte Gentechnologie Systeme GmbH 

(B) STRASSE: Rischerstr. 12 

(C) ORT: Heidelberg 

(E) LAND : Deutschland 

(F) POSTLEITZAHL : 69123 

(ii) BEZEICHNUNG DER ERFINDUNG: Konjugat zur Beeinf lussung von 
Wechselwirkungen zwischen Proteinen 

(iii) ANZAHL DER SEQUENZEN : 11 

(iv) COMPUTER- LESBARE FAS SUNG : 

(A) DATENTRAGER: Floppy disk 

(B) COMPUTER: IBM PC compatible 

(C) BETRIEBSSYSTEM: PC-DOS/MS -DOS 

(D) SOFTWARE: Patentln Release #1.0, Version #1.30 (EPA) 

(v) DATEN DER JETZIGEN ANMELDUNG : 

ANMELDENUMMER : PCT/DE9 7 / 0 0 4 5 8 
(vi) DATEN DER URANMELDUNG : 

(A) ANMELDENUMMER: DE 196 08 813.5 

(B) ANMELDETAG: 07-MAR-1996 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO : 1: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE : 162 7 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Doppelstrang 

(D) TOPOLOGIE : linear 

€iP (ii) ART DES MOLEKULS : cDNA 



(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/ SCHLUSSEL : sig_peptide 

(B) LAGE : 3 4 . . 90 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/ SCHLUSSEL : mat__peptide 

(B) LAGE: 91. .1608 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLUSSEL : CDS 

(B) LAGE : 3 4 . . 1608 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 1 



GTCGACGCAT GGAGTGGTAG CCGAGGAGGA AGC ATG CTG GCC GTC GGC TGC GCG 54 

Met Leu Ala Val Gly Cys Ala 
-19 -15 

CTG CTG GCT GCC CTG CTG GCC GCG CCG GGA GCG GCG CTG GCC CCA AGG 102 

Leu Leu Ala Ala Leu Leu Ala Ala Pro Gly Ala Ala Leu Ala Pro Arg 

-10 -5 1 

CGC TGC CCT GCG CAG GAG GTG GCA AGA GGC GTG CTG ACC AGT CTG CCA 15 0 

Arg Cys Pro Ala Gin Glu Val Ala Arg Gly Val Leu Thr Ser Leu Pro 

5 10 15 20 

GGA GAC AGC GTG ACT CTG ACC TGC CCG GGG GTA GAG CCG GAA GAC AAT 198 

Gly Asp Ser Val Thr Leu Thr Cys Pro Gly Val Glu Pro Glu Asp Asn 

25 30 35 

GCC ACT GTT CAC TGG GTG CTC AGG AAG CCG GCT GCA GGC TCC CAC CCC 24 6 

7:_ \ Thr Val His Trp Val Leu Arg Lys Pro Ala Ala Gly Ser His Pro 

4 0 4 5 5 0 

AGC AGA TGG GCT GGC ATG GGA AGG AGG CTG CTG CTG AGG TCG GTG CAG 2 94 

Ser Arg Trp Ala Gly Met Gly Arg Arg Leu Leu Leu Arg Ser Val Gin 

55 60 65 

CTC CAC GAC TCT GGA AAC TAT TCA TGC TAC CGG GCC GGC CGC CCA GCT 342 

Leu His Asp Ser Gly Asn Tyr Ser Cys Tyr Arg Ala Gly Arg Pro Ala 

70 75 80 

GGG ACT GTG CAC TTG CTG GTG GAT GTT CCC CCC GAG GAG CCC CAG CTC 3 90 

Gly Thr Val His Leu Leu Val Asp Val Pro Pro Glu Glu Pro Gin Leu 

85 90 95 100 

TCC TGC TTC CGG AAG AGC CCC CTC AGC AAT GTT GTT TGT GAG TGG GGT 43 8 

Ser Cys Phe Arg Lys Ser Pro Leu Ser Asn Val Val Cys Glu Trp Gly 

105 110 115 

(£'.;.;■.: CGG AGC ACC CCA TCC CTG ACG ACA AAG GCT GTG CTC TTG GTG AGG 4 86 

Pro Arg Ser Thr Pro Ser Leu Thr Thr Lys Ala Val Leu Leu Val Arg 

120 125 130 

AAG TTT CAG AAC AGT CCG GCC GAA GAC TTC CAG GAG CCG TGC CAG TAT 534 

Lys Phe Gin Asn Ser Pro Ala Glu Asp Phe Gin Glu Pro Cys Gin Tyr 

135 140 145 

TCC CAG GAG TCC CAG AAG TTC TCC TGC CAG TTA GCA GTC CCG GAG GGA 582 

Ser Gin Glu Ser Gin Lys Phe Ser Cys Gin Leu Ala Val Pro Glu Gly 

150 155 160 

GAC AGC TCT TTC TAC ATA GTG TCC ATG TGC GTC GCC AGT AGT GTC GGG 63 0 

Asp Ser Ser Phe Tyr lie Val Ser Met Cys Val Ala Ser Ser Val Gly 

165 170 175 180 

AGC AAG TTC AGC AAA ACT CAA ACC TTT CAG GGT TGT GGA ATC TTG CAG 6 78 

Ser Lys Phe Ser Lys Thr Gin Thr Phe Gin Gly Cys Gly lie Leu Gin 

185 190 195 



CCT GAT CCG CCT GCC AAC ATC ACA GTC ACT GCC GTG GCC AGA AAC CCC 726 

Pro Asp Pro Pro Ala Asn lie Thr Val Thr Ala Val Ala Arg Asn Pro 

200' 205 210 

CGC TGG CTC AGT GTC ACC TGG CAA GAC CCC CAC TCC TGG AAC TCA TCT 774 

Arg Trp Leu Ser Val Thr Trp Gin Asp Pro His Ser Trp Asn Ser Ser 
215 220 225 

TTC TAC AGA CTA CGG TTT GAG CTC AGA TAT CGG GCT GAA CGG TCA AAG 822 

Phe Tyr Arg Leu Arg Phe Glu Leu Arg Tyr Arg Ala Glu Arg Ser Lys 
230 235 240 

ACA TTC ACA ACA TGG ATG GTC AAG GAC CTC CAG CAT CAC TGT GTC ATC 8 70 

Thr Phe Thr Thr Trp Met Val Lys Asp Leu Gin His His Cys Val lie 

245 250 255 260 

CAC GAC GCC TGG AGC GGC CTG AGG CAC GTG GTG CAG CTT CGT GCC CAG 918 

His Asp Ala Trp Ser Gly Leu Arg His Val Val Gin Leu Arg Ala Gin 

2 65 2 70 2 75 

GAG GAG TTC GGG CAA GGC GAG TGG AGC GAG TGG AGC CCG GAG GCC ATG 96 6 

Glu Glu Phe Gly Gin Gly Glu Trp Ser Glu Trp Ser Pro Glu Ala Met 

280 285 290 

GGC ACG CCT TGG ACA GAA TCC AGG AGT CCT CCA GCT CGA GGA GGT GGA 1014 

Gly Thr Pro Trp Thr Glu Ser Arg Ser Pro Pro Ala Arg Gly Gly Gly 
295 300 305 

GGT TCT GGA GGT GGA GGT TCT GGA GGT GGA GGT TCT GTC GAG CCA GTA 106 2 

Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Val Glu Pro Val 
310 315 320 

CCC CCA GGA GAA GAT TCC AAA GAT GTA GCC GCC CCA CAC AGA CAG CCA 1110 

Pro Pro Gly Glu Asp Ser Lys Asp Val Ala Ala Pro His Arg Gin Pro 

325 330 335 340 

CTC ACC TCT TCA GAA CGA ATT GAC AAA CAA ATT CGG TAC ATC CTC GAC 115 8 

Le.u Thr Ser Ser Glu Arg lie Asp Lys Gin lie Arg Tyr lie Leu Asp 

345 350 355 

GGC ATC TCA GCC CTG AGA AAG GAG ACA TGT AAC AAG AGT AAC ATG TGT 12 0 6 

Gly lie Ser Ala Leu Arg Lys Glu Thr Cys Asn Lys Ser Asn Met Cys 

360 365 370 

GAA AGC AGC AAA GAG GCA CTG GCA GAA AAC AAC CTG AAC CTT CCA AAG 12 54 

Glu Ser Ser Lys Glu Ala Leu Ala Glu Asn Asn Leu Asn Leu Pro Lys 
375 380 385 

ATG GCT GAA AAA GAT GGA TGC TTC CAA TCT GGA TTC AAT GAG GAG ACT 13 0 2 

Met Ala Glu Lys Asp Gly Cys Phe Gin Ser Gly Phe Asn Glu Glu Thr 
390 395 400 

TGC CTG GTG AAA ATC ATC ACT GGT CTT TTG GAG TTT GAG GTA TAC CTA 13 5 0 

Cys Leu Val Lys lie lie Thr Gly Leu Leu Glu Phe Glu Val Tyr Leu 

405 410 415 420 



GAG TAC CTC CAG AAC AGA TTT GAG AGT AGT GAG GAA CAA GCC AGA GCT 13 98 

Glu Tyr Leu Gin Asn Arg Phe Glu Ser Ser Glu Glu Gin Ala Arg Ala 

425 430 435 

GTG CAG ATG AGT ACA AAA GTC CTG ATC CAG TTC CTG CAG AAA AAG GCA 144 6 

Val Gin Met Ser Thr Lys Val Leu lie Gin Phe Leu Gin Lys Lys Ala 
440 445 450 

AAG AAT CTA GAT GCA ATA ACC ACC CCT GAC CCA ACC ACA AAT GCC AGC 14 94 

Lys Asn Leu Asp Ala lie Thr Thr Pro Asp Pro Thr Thr Asn Ala Ser 

455 460 465 

CTG CTG ACG AAG CTG CAG GCA CAG AAC CAG TGG CTG CAG GAC ATG ACA 154 2 

Leu Leu Thr Lys Leu Gin Ala Gin Asn Gin Trp Leu Gin Asp Met Thr 
470 475 ~ 480 

ACT CAT CTC ATT CTG CGC AGC TTT AAG GAG TTC CTG CAG TCC AGC CTG 15 90 

Thr His Leu lie Leu Arg Ser Phe Lys Glu Phe Leu Gin Ser Ser Leu 
48 5 490 495 500 

AGG GCT CTT CGG CAA ATG TAG C ATGGG C ACCGTCGAC 162 7 

Arg Ala Leu Arg Gin Met 

505 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO : 2: 

( i ) SEQUENZKENNZE I CHEN : 

(A) LANGE : 1612 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Doppelstrang 

(D) TOPOLOGIE : linear 

(ii) ART DES MOLEKULS : cDNA 



(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: sig_peptide 

(B) LAGE : 34 . .90 

( ix ) MERKMAL : 

(A) NAME/SCHLUSSEL : CDS 

(B) LAGE: 34. .1593 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: mat_peptide 

(B) LAGE: 91. . 1593 



(xi) SEQUENZBESCHRE1BUNG: SEQ ID NO : 2: 

GTCGACGCAT GGAGTGGTAG CCGAGGAGGA AGC ATG CTG GCC GTC GGC TGC GCG 54 

Met Leu Ala Val Gly Cys Ala 



-19 



-15 



CTG CTG GCT GCC CTG CTG GCC GCG CCG GGA GCG GCG CTG GCC CCA AGG 102 

Leu Leu Ala Ala Leu Leu Ala Ala Pro Gly Ala Ala Leu Ala Pro Arg 
-10 -5 1 

CGC TGC CCT GCG CAG GAG GTG GCA AGA GGC GTG CTG ACC AGT CTG CCA 15 0 

Arg Cys Pro Ala Gin Glu Val Ala Arg Gly Val Leu Thr Ser Leu Pro 
5 10 15 20 

GGA GAC AGC GTG ACT CTG ACC TGC CCG GGG GTA GAG CCG GAA GAC AAT 198 

Gly Asp Ser Val Thr Leu Thr Cys Pro Gly Val Glu Pro Glu Asp Asn 

25 30 35 

GCC ACT GTT CAC TGG GTG CTC AGG AAG CCG GCT GCA GGC TCC CAC CCC 24 6 

Ala Thr Val His Trp Val Leu Arg Lys Pro Ala Ala Gly Ser His Pro 
40 45 50 

AGC AGA TGG GCT GGC ATG GGA AGG AGG CTG CTG CTG AGG TCG GTG CAG 2 94 

Ser Arg Trp Ala Gly Met Gly Arg Arg Leu Leu Leu Arg Ser Val Gin 
55 60 65 

CTC CAC GAC TCT GGA AAC TAT TCA TGC TAC CGG GCC GGC CGC CCA GCT 3 42 

Leu His Asp Ser Gly Asn Tyr Ser Cys Tyr Arg Ala Gly Arg Pro Ala 
70 " ^ 75 80 

GGG ACT GTG CAC TTG CTG GTG GAT GTT CCC CCC GAG GAG CCC CAG CTC 3 90 

Gly Thr Val His Leu Leu Val Asp Val Pro Pro Glu Glu Pro Gin Leu 

85 90 * 95 100 

TCC TGC TTC CGG AAG AGC CCC CTC AGC AAT GTT GTT TGT GAG TGG GGT 43 8 

Ser Cys Phe Arg Lys Ser Pro Leu Ser Asn Val Val Cys Glu Trp Gly 

105 110 115 

CCT CGG AGC ACC CCA TCC CTG ACG ACA AAG GCT GTG CTC TTG GTG AGG 4 86 

Pro Arg Ser Thr Pro Ser Leu Thr Thr Lys Ala Val Leu Leu Val Arg 
120 125 130 

AAG TTT CAG AAC AGT CCG GCC GAA GAC TTC CAG GAG CCG TGC CAG TAT 5 34 

Lys Phe Gin Asn Ser Pro Ala Glu Asp Phe Gin Glu Pro Cys Gin Tyr 
13 5 14 0 14 5 

TCC CAG GAG TCC CAG AAG TTC TCC TGC CAG TTA GCA GTC CCG GAG GGA 582 

Ser Gin Glu Ser Gin Lys Phe Ser Cys Gin Leu Ala Val Pro Glu Gly 
150 155 160 

GAC AGC TCT TTC TAC ATA GTG TCC ATG TGC GTC GCC AGT AGT GTC GGG 63 0 

Asp Ser Ser Phe Tyr lie Val Ser Met Cys Val Ala Ser Ser Val Gly 

165 170 175 180 

AGC AAG TTC AGC AAA ACT CAA ACC TTT CAG GGT TGT GGA ATC TTG CAG 6 78 

Ser Lys Phe Ser Lys Thr Gin Thr Phe Gin Gly Cys Gly lie Leu Gin 

185 190 195 

CCT GAT CCG CCT GCC AAC ATC ACA GTC ACT GCC GTG GCC AGA AAC CCC 72 6 

Pro Asp Pro Pro Ala Asn lie Thr Val Thr Ala Val Ala Arg Asn Pro 
200 205 210 



CGC TGG CTC AGT GTC ACC TGG CAA GAC CCC CAC TCC TGG AAC TCA TCT 7 74 

Arg Trp Leu Ser Val Thr Trp Gin Asp Pro His Ser Trp Asn Ser Ser 
215 220 225 

TTC TAC AGA CTA CGG TTT GAG CTC AGA TAT CGG GCT GAA CGG TCA AAG 822 

Phe Tyr Arg Leu Arg Phe Glu Leu Arg Tyr Arg Ala Glu Arg Ser Lys 
230 235 240 

ACA TTC ACA ACA TGG ATG GTC AAG GAC CTC CAG CAT CAC TGT GTC ATC 870 

Thr Phe Thr Thr Trp Met Val Lys Asp Leu Gin His His Cys Val lie 
245 250 255 260 

CAC GAC GCC TGG AGC GGC CTG AGG CAC GTG GTG CAG CTT CGT GCC CAG 918 

His Asp Ala Trp Ser Gly Leu Arg His Val Val Gin Leu Arg Ala Gin 

265 270 275 

GAG GAG TTC GGG CAA GGC GAG TGG AGC GAG TGG AGC CCG GAG GCC ATG 96 6 

Glu Glu Phe Gly Gin Gly Glu Trp Ser Glu Trp Ser Pro Glu Ala Met 
280 285 290 

GGC ACG CCT TGG ACA GAA TCC AGG AGT CCT CCA GCT CGA GGA GGT GGA 1014 

Gly Thr Pro Trp Thr Glu Ser Arg Ser Pro Pro Ala Arg Gly Gly Gly 
295 300 305 

GGT TCT GGA GGT GGA GGT TCT GTC GAG CCA GTA CCC CCA GGA GAA GAT 10 62 

Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Val Glu Pro Val Pro Pro Gly Glu Asp 
310 315 320 

TCC AAA GAT GTA GCC GCC CCA CAC AGA CAG CCA CTC ACC TCT TCA GAA 1110 

Ser Lys Asp Val Ala Ala Pro His Arg Gin Pro Leu Thr Ser Ser Glu 
325 330 335 340 

CGA ATT GAC AAA CAA ATT CGG TAC ATC CTC GAC GGC ATC TCA GCC CTG 115 8 

Arg lie Asp Lys Gin lie Arg Tyr lie Leu Asp Gly lie Ser Ala Leu 

345 350 355 

AGA AAG GAG ACA TGT AAC AAG AGT AAC ATG TGT GAA AGC AGC AAA GAG 12 0 6 

Arg Lys Glu Thr Cys Asn Lys Ser Asn Met Cys Glu Ser Ser Lys Glu 
360 365 370 

GCA CTG GCA GAA AAC AAC CTG AAC CTT CCA AAG ATG GCT GAA AAA GAT 12 54 

Ala Leu Ala Glu Asn Asn Leu Asn Leu Pro Lys Met Ala Glu Lys Asp 
375 380 385 

GGA TGC TTC CAA TCT GGA TTC AAT GAG GAG ACT TGC CTG GTG AAA ATC 13 0 2 

Gly Cys Phe Gin Ser Gly Phe Asn Glu Glu Thr Cys Leu Val Lys lie 
390 395 400 

ATC ACT GGT CTT TTG GAG TTT GAG GTA TAC CTA GAG TAC CTC CAG AAC 13 5 0 

lie Thr Gly Leu Leu Glu Phe Glu Val Tyr Leu Glu Tyr Leu Gin Asn 
405 410 415 420 

AGA TTT GAG AGT AGT GAG GAA CAA GCC AGA GCT GTG CAG ATG AGT ACA 13 9 8 

Arg Phe Glu Ser Ser Glu Glu Gin Ala Arg Ala Val Gin Met Ser Thr 

425 430 435 



AAA GTC CTG ATC CAG TTC CTG CAG AAA AAG GCA AAG AAT CTA GAT GCA 144 6 

Lys Val Leu lie Gin Phe Leu Gin Lys Lys Ala Lys Asn Leu Asp Ala 
440 445 450 

ATA ACC ACC CCT GAC CCA ACC ACA AAT GCC AGC CTG CTG ACG AAG CTG 14 94 

lie Thr Thr Pro Asp Pro Thr Thr Asn Ala Ser Leu Leu Thr Lys Leu 
455 460 465 

CAG GCA CAG AAC CAG TGG CTG CAG GAC ATG ACA ACT CAT CTC ATT CTG 154 2 

Gin Ala Gin Asn Gin Trp Leu Gin Asp Met Thr Thr His Leu lie Leu 
470 475 480 

CGC AGC TTT AAG GAG TTC CTG CAG TCC AGC CTG AGG GCT CTT CGG CAA 15 9 0 

Arg Ser Phe Lys Glu Phe Leu Gin Ser Ser Leu Arg Ala Leu Arg Gin 
485 490 495 500 

ATG TAGCATGGGC ACCGTCGAC 1612 
Met 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 3: 

( i ) SEQUENZKENNZEI CHEN : 

(A) LANGE : 212 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS : Peptid 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO : 3: 

Met Asn Ser Phe Ser Thr Ser Ala Phe Gly Pro Val Ala Phe Ser Leu 

15 10 15 

Gly Leu Leu Leu Val Leu Pro Ala Ala Phe Pro Ala Pro Val Pro Pro 
20 25 30 

Gly Glu Asp Ser Lys Asp Val Ala Ala Pro His Arg Gin Pro Leu Thr 
35 40 45 

Ser Ser Glu Arg lie Asp Lys Gin lie Arg Tyr lie Leu Asp Gly lie 
50 55 60 

Ser Ala Leu Arg Lys Glu Thr Cys Asn Lys Ser Asn Met Cys Glu Ser 
65 70 75 80 

Ser Pro Glu Ala Leu Ala Glu Asn Asn Leu Asn Leu Pro Lys Met Ala 

85 90 95 

Glu Lys Asp Gly Cys Phe Gin Ser Gly Phe Asn Glu Glu Thr Cys Leu 
100 105 110 



Val Lys lie lie Thr Gly Leu Leu Glu Phe Glu Val Tyr Leu Glu Tyr 
115 120 125 



Leu Gin Asn Arg Phe Glu Ser Ser Glu Glu Gin Ala Arg Ala Val Gin 
130 135 140 

Met Ser Thr Lys Val Leu lie Gin Phe Leu Gin Lys Lys Ala Lys Asn 
145 150 155 160 

Leu Asp Ala lie Thr Thr Pro Asp Pro Thr Thr Asn Ala Ser Leu Leu 

165 170 175 

Thr Lys Leu Gin Ala Gin Asn Gin Trp Leu Glu Asp Met Pro Thr His 
180 185 190 

Leu lie Leu Arg Ser Leu Lys Glu Phe Leu Gin Arg Ser Leu Arg Ala 
195 200 205 

Leu Arg Gin Met 
210 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO : 4: 

( i ) SEQUENZKENNZE I CHEN : 

(A) LANGE: 20 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Sonstige Nucleinsaure 
(A) BESCHREIBUNG: /desc = "Primer" 



: (xi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO : 4: 
TAATACGACT CACTATAGGG 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 5: 

( i ) SEQUENZKENNZE I CHEN : 

(A) LANGE : 25 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Sonstige Nucleinsaure 
(A) BESCHREIBUNG: /desc = "Primer" 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 5: 
CCGCTCGAGC TGGAGGACTC CTGGA 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO : 6: 

( i ) SEQUENZKENNZE I CHEN : 

(A) LANGE: 2 7 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS : Sonstige Nucleinsaure 
(A) BESCHREIBUNG: /desc = "Primer" 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 6: 
CGGCTCGAGC CAGTACCCCC AGGAGAA 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 7: 

( i ) SEQUENZKENNZE I CHEN : 

(A) LANGE: 2 0 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Sonstige Nucleinsaure 
(A) BESCHREIBUNG: /desc = "Primer" 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO : 7: 
ACAGAAGT AAGGTTCCTT 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO : 8: 

( i ) SEQUENZKENNZE I CHEN : 

(A) LANGE: 50 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Sonstige Nucleinsaure 
(A) BESCHREIBUNG: /desc = "Primer" 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO : 8: 
TCGAGGAGGT GGAGGTTCTG GAGGTGGAGG TTCTGGAGGT GGAGGTTCTG 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO : 9: 

( i ) SEQUENZKENNZE I CHEN : 

(A) LANGE: 50 Basenpaare 

(B) ART : Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE : linear 

(ii) ART DES MOLEKULS : Sonstige Nucleinsaure 
(A) BESCHREIBUNG: /desc = "Primer" 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 9: 
T C G AC AG AAC CTCCACCTCC AGAACCTCCA CCTCCAGAAC CTCCACCTCC 



ANGABEN ZU SEQ ID NO : 10: 

( i ) SEQUENZKENNZE I CHEN : 

(A) LANGE: 3 5 Basenpaare 

(B) ART : Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE : linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Sonstige Nucleinsaure 
(A) BESCHREIBUNG: /desc = "Primer" 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 10: 
TCGAGGAGGT GGAGGTTCTG GAGGTGGAGG TTCTG 



C.2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 11: 

(i) SEQUENZKENNZE I CHEN: 

(A) LANGE: 3 5 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE : linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Sonstige Nucleinsaure 
(A) BESCHREIBUNG: /desc = "Primer" 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 11: 
TCGACAGAAC CTCCACCTCC AGAACCTCCA CCTCC 
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1 . Dieser internationale vorlauf ige Prufungsbericht wurde von der mit der international en vorlaufigen Prufung beauftragten 
Behorde erstellt und wird dem Anmelder gemaB Artikel 36 ubermittelt 

2. Dieser BERICHT umfaBt insgesamt 5 Blatter einschlieBHch dieses Deckblatts. 

E3 AuBerdem liegen dem Bericht ANLAGEN bei; dabei handelt es sich um Blatter mit Beschreibungen, Anspruchen und/oder 
Zeichnungen, die geandert wurden und diesem Bericht zugrunde liegen, und/oder Blatter mit vor dieser Behorde 
vorgenommenen Berichtigungen (siehe Regel 70.16 und Abschnitt 607 der Verwaltungsrichtlinien zum PCT). 

Diese Anlagen umfassen insgesamt 2 Blatter. 
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I B Grundlage des Berichts 

II □ Prioritat 
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IV □ Mangelnde Einheitlichkeit der Erfindung 

V H BegrOndete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen T&tigkeit und 

der gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 
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Formblatt PCT/IPEA/409 (Deckblatt) (Januar 1994) 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER 
PRUFUNGSBERICHT 



Internationales Aktenzeichen PCT/DE97/00458 



I. Grundlage des Berichts 

1 . Dieser Bericht wurde erstellt auf der Grundlage (Ersatzblatter, die dem Anmeldeamt auf eine Aufforderung nach 
Artikel 14 hin vorgelegt warden, gelten im Rahmen dieses Berichts als "ursprunglich eingereicht" und sind ihm 
nicht beigefugt, well sie keine Anderungen enthalten.): 

Beschreibung, Seiten: 

1-10 ursprungliche Fassung 

Patentanspruche, Nr.: 

1-10 eingegangen am 29/05/1 998 mit Schreiben vom 28/05/1 998 

Zeichnungen, Blatter: 

1/4-4/4 ursprungliche Fassung 



2. Aufgrund der Anderungen sind folgende Unterlagen fortgefallen: 

□ Beschreibung, Seiten: 

□ Anspruche, Nr.: 

□ Zeichnungen, Blatt: 

3. □ Dieser Bericht ist ohne Berucksichtigung (von einigen) der Anderungen erstellt worden, da diese aus den 

angegebenen Grunden nach Auffassung der Behorde uber den Off enbarungsgehait in der ursprunglich 
eingereichten Fassung hinausgehen (Regel 70.2(c)): 



4. Etwaige zusatzliche Bemerkungen: 



V. Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Tatigkeit und d r 
gewerblichen Anwendbarkert; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

1. Feststellung 

Neuheit (N) Ja: Anspruche 1-10 

Nein: Anspruche 

Erfinderische Tatigkeit (ET) Ja: Anspruche 

Nein: Anspruche 1-10 

Gewerbliche Anwendbarl^eit (GA) Ja: Anspruche 1 -9 

Nein: Anspruche 



Formblatt PCT/IPEA/409 (Felder I- VIII. Blatt 1) (Januar 1994) 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER 
PRUFUNGSBERICHT 



Internationales Aktenzeichen PCT/DE97/00458 



2. Unterlagen und Erklarungen 
stehe Beiblatt 

VII. Bestimmte Mangel der internationalen Anmeldung 

Es wurde festgestellt, daB die internationals Anmeldung nach Form oder Inhaft folgende Mangel aufweist: 
siehe Beiblatt 



Formblatt PCT/1PEA/409 (Feider l-VIH, Blatt 2) (Januar 1994) 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER Internationales Aktenzeichen PCT/DE97/00458 
PRUFUNGSBERICHT - BEIBLATT 



1) . Die vorliegende Anmeldung beschreibt ein Fusionspolypeptid (Konjugat) in dem 

der Zytokin-Rezeptor, IL-6R und das Zytokin IL-6 durch einen Polypeptid-Linker 
miteinander verbunden ist. Auf Seite 3 der Beschreibung wird lediglich erwahnt, 
dass der Linker eine durch zwei Polypeptide ausgebildete Disulfidbriicke 
darstellen konnte. 

Ferner betrifft die Anmeldung die fur dieses Fusionspolypeptid kodierende DNA, 
ein Expressionsplasmid, das diese DNA umfaRt, eine Transformante, die das 
Expressionsplasmid enthalt, sowie die Verwendung des Konjugats und der DNA, 
z.B. zur Expansion und Koloniebildung von humanen CD34 + -Zellen. 

2) . Das Konjugat der Anspruche 1-6 sowie der egenstand der Anspruche 7-10 wird in 

keinem der im Recherchenbericht zitierten Dokumente erwahnt und ist somit als 
neu anzusehen. 

3) . D1 (WO f A f 96 04314) beschreibt MHC-Fusionskomplexe und 

Expressionsvektoren, die fur diese kodieren. Die MHC-Fusionskomplexe 
bestehen aus einem MHC Molekul, das uber einen Polypeptidlinker mit einem 
"presenting" Peptide verbunden ist. Diese Konjugate finden in der Modulation von 
T Zell-Aktivitaten Verwendung. 

D2 (European Journal of Biochemistry, Bd. 216, Nr. 1, 1993, Seiten 239-245) 
beschreibt die Verbindung von srhlL-6R (recombinant-soluble human interleukin- 
6 receptor) mit IL-6 durch chemische Cross-Linker (Seite 241 linke Spalte 
"Affinity cross-linking"). 

Ferner werden in diesem Dokument die Effekte erwahnt, die durch den CNFT 
Rezeptor zusammen mit CNFT hervorgerufen werden konnen. 

D3 (Journal of Immunology, Bd. 153, Nr. 4, 1994, Seiten 1744-1753) beschreibt 
ebenfalls Konjugate, in denen IL-6 und IL-6R durch einen Cross-Linker 
verbunden sind, sowie deren mogliche Verwendung. 

D4 (Proc. Natl. Acad. Sci. USABd. 92, 1995, Seiten 2859-2863) beschreibt die 
Effekte von SIL-6R/IL-6 in Gegenwart von SCF auf hemopoietische 
Progenitorzellen und CD34 + -Zellen. Die beobachteten Effekte bestehen darin, da(3 
SIL-6R/IL-6 die Expansion dieser Zellen dramatisch stimuliert. 



Formblatt PCT/Beiblatt/409 (Blatt 1) (EPA-April 1997) 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER Internationales Aktenzeichen PCT/DE97/00458 
PRUFUNGSBERICHT - BEIBLATT 



Das Problem, gestdrte Wechelwirkungen zwischen Proteinen, insbesondere bei 
einem unvollstandigen IL-6R, zu beheben, scheint bereits durch D4 gelost. 
Die der Anmeldung zugrundeliegende Aufgabe kann daher nur in der 
Bereitstellung eines weiteren Mittels zur Losung dieser Aufgabe gesehen werden, 
wobei die Bereitstellung dieses weiteren Mittels weniger kosten- und 
zeitaufwendig sein sollte als in D4. 

Die vorliegende Losung dieser Aufgabe, ein Fusionspolypeptid, in dem IL-6R und 
IL-6 oder CNFT Rezeptor und CNFT durch ein Polypeptid miteinander verbunden 
sind, ergibt sich in naheliegender Weise aus der Kombination der Lehren aus D4 
und D1 Oder D2 und D1 Oder D3 und D1. Daher beruht der Gegenstand der 
Anspruche 1-10 nicht auf einer erfinderischen Tatigkeit (Art. 33 (3) PCT). 

4) . Fur die Beurteilung der Frage, ob der Gegenstand des vorliegenden Anspruchs 

10 gewerblich anwendbar ist, enthalt der PCT keine eindeutigen Kriterien. Die 
Patentierbarkeit kann auch von der Formulierung der Anspruche abhangen. Das 
EPA beispielsweise erkennt den Gegenstand von Anspriichen, die auf die 
medizinische Anwendung einer Verbindung gerichtet sind, nicht als gewerblich 
anwendbar an; es konnen jedoch Anspruche zugelassen werden, die auf eine 
bekannte Verbindung zur erstmaligen medizinischen Anwendung und die 
Verwendung einer solchen Verbindung zur Herstellung eines Arzneimittels fur 
eine neue medizinische Anwendung gerichtet sind. 

5) . In der Beschreibung der vorliegenden Anmeldung sind zwar a) Konjugate, in 

denen der Linker eine Disulfitbrucke sein kann und b) Konjugate bestehend aus 
CNTF-Rezeptor und CNFT formal erwahnt, jedoch enthalt die Beschreibung 
weder Beispiele zur Ausfuhrung dieser Konjugate (a)), noch Bespiele, die die 
tatsachliche Wirksamkeit dieser Konjugate (b)) zeigen. Daher scheint der 
Gegenstand der Anspruche 1-4 und 5-10, soweit er sich auf Anspruch 1 
(Disulfidbrucke) und/oder Anspruch 5 (CNFT) bezieht, nicht ausreichend offenbart 
und in vollem Umfang durch die Beschreibung gestutzt (Art. 5/Art. 6 PCT). 



Formblatt PCT/Beiblatt/409 (Blatt 2) (EPA- April 1997) 



Mai 1998 



Amtl. Aktenzeichen: PCT/DE97/00458 
Unser Zeichen: A 2953 - hu / msl 



Patentanspruche 

1. Konjugat, umfassend zwei, eine Affinitat zueinander aufweisende, Poly- 
peptide, wobei das eine Polypeptid ein Zytokin-Rezeptor und das andere 
ein Zytokin als Ligand ist und die Polypeptide uber einen Linker mitein- 
ander verbunden sind, dadurch gekennzeichnet, dalS der Linker eine durch 
die zwei Polypeptide ausgebildete Disulfidbrucke oder ein Polypeptid ist. 

2. Konjugat nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, dafc der Rezeptor in 
Form seiner den Liganden bindenden Untereinheit vorliegt. 

3. Konjugat nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, daft der - 
Ligand in Form seiner den Rezeptor bindenden Untereinheit vorliegt. 

4. Konjugat nach einem der Anspruche 1-3, dadurch gekennzeichnet, daft 
der Zytokin-Rezeptor ein IL-6 Rezeptor und das Zytokin ein IL-6 ist. 

5. Konjugat nach einem der Anspruche 1-3, dadurch gekennzeichnet, daft 
der Zytokin-Rezeptor ein CNTF-Rezeptor und das Zytokin ein CNTF ist. 

6. konjugat nach einem der Anspruche 1-5, dadurch gekennzeichnet, daft 
das Konjugat ein Fusionspolypeptid ist. 

7. DNA, kodierend fur das Konjugat nach Anspruch 6. 

8. Expressionsplasmid, umfassend die DNA nach Anspruch 7. 

9. Transformante, enthaltend das Expressionsplasmid nach Anspruch 8. 



1998 




- 2 - 

Verwendung cles Konjugats nach einem der Anspruche 1-6 und der DNA 
nach Anspruch 7 zur Beeinflussung der Wechselwirkungen zwischen 
Proteinen. 



